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CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
Autor: Francihele Cardoso Müller 
Orientador: Prof. Dr. Renato Marques 
Co-Orientadora: Profª. Drª. Fátima Maria de Souza Moreira 




A diversidade, a abundância e a dinâmica da microbiota do solo em florestas dependem, 
em grande parte, do processo de transformação da matéria orgânica do solo, cujas 
características dependem da vegetação florestal. Acredita-se que a presença de diferentes 
espécies florestais sobre o solo pode influenciar a BMS e a atividade microbiana; e entre 
outros, o processo de mineralização do N no solo. Os objetivos deste trabalho foram  
investigar as relações entre espécies arbóreas leguminosas (Andira anthelmia, Inga 
edulis, Inga striata, Pterocarpus rorhii) nativas da Floresta Atlântica do Sul do Brasil e 
parâmetros edáficos de natureza microbiológica. Avaliou-se C da biomassa microbiana 
(CBM) e N microbiano (Nmic), respiração basal do solo (RBS), quociente metabólico 
(qCO2) e a mineralização do nitrogênio; e caracterizou-se genotipicamente as 
comunidades microbianas do solo em áreas de regeneração natural em diferentes estágios 
sucessionais. A extração do CBM e Nmic foi realizada pelo método de irradiação-extração, 
a RBS por incubação das amostras com retenção de CO2 por NaOH e o qCO2 pela razão 
entre RBS e CBM; taxa de N mineralizado foi avaliada pelo método de incubação 
anaeróbica; e a diversidade de bactérias diazotróficas foi realizada pelo método de 
diluição seriada e cultivo em placa com os meios LGI, NFb e JNFb, purificação das 
colônias, amplificação e sequenciamento do 16S. Os resultados CBM e Nmic foram mais 
elevados no solo sob Inga edulis e Andira anthelmia; a RBS foi mais elevada no outono; 
qCO2 foi menor na primavera. Os valores de CBM e Nmic foram mais elevados no solo 
sob Inga edulis e Andira anthelmia; a RBS foi mais elevada no outono; qCO2 foi menor 
na primavera. Os valores de N mineralizado foram mais elevados nos solos sob I. edulis, 
assim como na camada superficial do solo e variaram conforme as estações do ano; 
indicando, assim, influência da espécies florestal, da profundidade de amostragem e das 
condições meteorológicas sobre a atividade microbiana. A caracterização genotípica 
mostrou que as bactérias encontradas pertencem aos filos Proteobacteria (90,4%), 
Firmicutes (4,8%) e Actinobacteria (4,8%). A maior diversidade de gêneros ocorreu nos 
solos sob A. anthelmia (14 gêneros); Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e 
Rhizobium foram mais frequentes, somando 37,5% da frequência total de gêneros; 
observou-se distinção das espécies florestais, com características como valores de pH, P, 
K, Ca e Mg agrupadas ao I. edulis; e, por fim, a distinção da floresta primária quanto as 
características químicas do solo. Assim, o estudo conclui que os fatores clima, espécies 
florestais e formação florestal podem influenciar o desenvolvimento e atividade 
microbiana do solo. 
 
Palavras-chave: Biomassa Microbiana do Solo, mineralização de N, bactérias 






The diversity, abundance and dynamics of soil microbiota in forests depends to a large 
extent on the process of transformation of soil organic matter, the characteristics of which 
depend on forest vegetation. It is believed that the presence of different forest species on 
the soil can influence BMS and microbial activity; and among others, the process of N 
mineralization in the soil. The objectives of this work were to investigate the relationships 
between tree species (Andira anthelmia, Inga edulis, Inga striata, Pterocarpus rorhii) 
native to the Atlantic Forest of southern Brazil and edaphic parameters of a 
microbiological nature. It was evaluated the carbon of the microbial biomass (CMB) and 
microbial nitrogen (Nmic), basal respiration of the soil (BRS), metabolic quotient (qCO2) 
and the mineralization of the nitrogen; and the microbial communities of the soil were 
characterized genotypically in areas of natural regeneration in different successional 
stages. The extraction of the CMB and Nmic was carried out by the irradiation-extraction 
method, the BRS by incubation of the samples with retention of CO2 by NaOH and the 
qCO2 by the ratio between BRS and CMB; mineralized N rate was evaluated by anaerobic 
incubation method; and the diversity of diazotrophic bacteria was performed by the serial 
dilution method and plaque culture with the LGI, NFb and JNFb media, colonization 
purification, 16S amplification and sequencing. The CMB and Nmic results were higher 
in the soil under Inga edulis and Andira anthelmia; BRS was highest in the fall; qCO2 
was lower in spring. The values of mineralized N were higher in the soils under I. edulis, 
as well as in the superficial layer of the soil and they varied according to the seasons of 
the year; indicating, therefore, the influence of the forest species, the depth of sampling 
and the meteorological conditions on the microbial activity. The genotypic 
characterization showed that the bacteria found belong to the phyla Proteobacteria 
(90,4%), Firmicutes (4,8%) and Actinobacteria (4,8%). The greatest diversity of genera 
occurred in soils under A. anthelmia; Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas and 
Rhizobium were more frequent, accounting for 37.5% of the total frequency; was 
observed the distinction between forest species, with characteristics such as pH, P, K, Ca 
and Mg values grouped with I. edulis; and, finally, the distinction of the primary forest as 
the chemical characteristics of the soil. Thus, the study concludes that the factors climate, 
forest species and forest formation may influence the development and microbial activity 
of the soil. 
 
Key-words: Soil Microbial Biomass, mineralization of N, diazrotrofic bacterial, microbial 






1.1 Objetivo Geral 
 
Avaliar o efeito de essências florestais leguminosas e das características químicas 
do solo sobre parâmetros microbiológicos e sobre a diversidade microbiana do solo em 
áreas de regeneração natural da Floresta Atlântica do Sul do Brasil. 
 
 
1.2 Objetivos Específicos 
 
- Estimar a biomassa microbiana do solo; 
- Avaliar a respiração basal do solo; 
- Correlacionar a presença das essências florestais avaliadas com a atividade 
microbiana do solo; 
- Avaliar as características químicas do solo sob as essências florestais 
leguminosas; 
- Avaliar a mineralização do nitrogênio no solo; 




2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 Mata Atlântica 
 
A Mata Atlântica, um bioma intercontinental, é considerada mundialmente como 
uma das áreas mais ricas em biodiversidade e mais ameaçadas do planeta, figurando entre 
os hotspots mundiais (Conservation International do Brasil et al., 2000). O desmatamento 
nas últimas três décadas foi responsável pela redução de 18.509 km2 do seu território 
total. Atualmente existem apenas 8,5% de remanescentes florestais com mais de 100 
hectares e os fragmentos acima de 3 hectares representam 12,5% dos 1,3 milhão de km2 
do território original (Fundação SOS Mata Atlântica & INPE, 2014). Conforme último 
mapeamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (2004), a Mata Atlântica 
abrange uma área de 1.110.182 km2, da qual apenas 26,97% correspondem à vegetação 
nativa e dos quais 21,80% compõem-se de fisionomias florestais distintas. 
A sua devastação atingiu, no período de 2012 a 2013, a maior taxa anual desde 
2008. Foram desmatados cerca de 23.948 hectares (239 km2) nos 17 estados que 
compõem o bioma; um aumento de 9% em relação ao período anterior. O estado do 
Paraná apresentou 2.126 hectares de áreas desmatadas, fazendo parte do grupo dos quatro 
estados (Minas Gerais, Piauí, Bahia e Paraná) responsáveis por 92% do total de 
desflorestamentos (SOS Mata Atlântica & Inpe, 2014). 
A Mata Atlântica possui de 1 a 8% do total de espécies conhecidas no mundo, 
configurando um grande número de espécies com alto endemismo em vários grupos 
taxonômicos (Mittermeier et al., 2005).  
A conservação e recuperação deste bioma é um desafio, pois o conhecimento 
sobre sua biodiversidade é fragmentado e permanece sob forte pressão antrópica. Além 
disso, a Mata Atlântica é responsável por cerca de 70% do PIB nacional, abrigando mais 
de 60% da população brasileira; e possuindo as maiores extensões dos solos mais férteis 
do país (Rodrigues et al., 2009). 
Para a manutenção e recuperação dessas áreas foram consolidadas, dentre outras, 
as Reservas Particulares do Patrimônio Natural (RPPN) que, conforme o Decreto Nº 
5.746 de abril de 2006, têm como objetivo conservar a diversidade biológica, devendo-se 
estimular a pesquisa nestas áreas. No estado do Paraná estão registradas 244 RPPN’s, 
dentre elas encontra-se a Reserva Natural da Guaricica, abrangendo 8.700 hectares (IAP, 
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2016; SPVS, 2014), onde, além da conservação das florestas, foram restaurados outros 
mil hectares, substituindo áreas de pastagem por espécies nativas da região. 
Desta forma, a conservação do pouco que sobrou daquilo que inadequadamente 
foi desflorestado, ou por uma questão legal ou pelas características do ambiente, se faz 
necessária e urgente, dependendo de ações e esforços coletivos e exigindo a mobilização 
geral da sociedade em sua defesa (Rodrigues et al., 2009). 
 
2.2 Matéria Orgânica do Solo 
 
A matéria orgânica do solo (MOS) é constituída de uma mistura de resíduos de 
plantas e animais do solo, em diferentes estágios de decomposição, de substâncias 
sintetizadas por processos químicos e biológicos e de microrganismos e pequenos animais 
mortos, caracterizando frações lábeis e estáveis (Theng et al., 1989). Em sua formação 
ocorrem processos simultâneos de novas adições de materiais, de decomposição e de 
sintetização de novos compostos, caracterizando sua transitoriedade e dinamismo 
(Schnitzer, 1991). 
Por atuar como fonte de carbono, energia e nutrientes para os microrganismos 
quimiheterotróficos e, através do processo de mineralização de N e S, fornecer energia 
aos quimioautotróficos, a matéria orgânica afeta diretamente as características biológicas 
do solo. Em condições inadequadas de manejo, nas regiões tropicais e subtropicais, a 
degradação da fração orgânica do solo ocorre de forma rápida e acompanhada de um 
processo global de degradação das condições químicas, físicas e biológicas dos solos 
(Bayer & Mielniczuk, 2008). 
Os diferentes compostos da MOS são degradados por grupos especializados de 
microrganismos heterotróficos, que produzem enzimas extracelulares específicas, 
promovendo a quebra das macromoléculas em monômeros. Estes são metabolizados 
pelas células microbianas, que usam parte desta energia e carbono para a produção de 
biomassa e proliferação, sendo a outra parte liberada para a atmosfera em forma de CO2 
ou CH4, completando assim o ciclo do carbono. A biomassa produzida representa uma 
imobilização temporária de energia, carbono e elementos minerais, que serão liberados 
após sua morte e decomposição, tornando os elementos nutrientes disponíveis para a 
absorção pelas raízes, para transformações adicionais ou para sofrer lixiviação no solo 
(Siqueira & Franco, 1988). 
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Na constituição da MOS, a biomassa microbiana, apesar de encontrar-se 
quantitativamente reduzida, é de grande significância, uma vez que os produtos do seu 
metabolismo representam uma das principais fontes do N mineral e P para as plantas 
(Jenkinson & Laad, 1981). 
O efeito da MOS sobre as condições biológicas do solo pode ser avaliado a partir 
da biomassa e atividade microbiana, parâmetros que representam uma integração de 
efeitos desta sobre as condições biológicas do solo (Bayer & Mielniczuk, 2008). 
 
2.3 Biomassa Microbiana  
 
O solo é o ecossistema terrestre que apresenta a maior diversidade de 
microrganismos, micro, macro e mesofauna, em virtude da natureza dinâmica e complexa 
inerente a ele (Moreira & Siqueira, 2006). 
Os organismos do solo interagem intensamente com as partículas do solo e são 
responsáveis por inúmeros processos biológicos e bioquímicos essenciais para garantir a 
sustentação do ecossistema onde vivem (Marchiori Júnior & Melo, 1999), 
desempenhando importante papel na manutenção da produtividade de ecossistemas 
florestais (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008). 
A biomassa microbiana, definida como a parte viva da matéria orgânica, 
representa um importante componente ecológico, pois atua diretamente na decomposição 
e mineralização dos resíduos vegetais no solo, fazendo uso destes como fonte de 
nutrientes e energia para formação e o desenvolvimento de suas células, bem como para 
a síntese de substâncias orgânicas no solo (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008). 
Compreende, ainda, uma fonte potencial de N, P, S e outros nutrientes para as plantas 
(De-Polli & Guerra, 2008). 
A biodiversidade microbiana é o maior indicador de qualidade do solo, 
assegurando a redundância funcional daquele habitat, garantindo sua resiliência. Por 
exemplo, algumas condições ambientais podem inativar ou eliminar alguns grupos de 
organismos enquanto outros organismos os substituem permitindo a execução de 
processos fundamentais no solo (Moreira et al., 2013). 
A comunidade microbiana sofre interferência não apenas pelas mudanças 
resultantes de sua atividade fisiológica e metabólica, mas também pelas interferências 
químicas e físicas do meio que o circunda (Hunter-Cevera, 1998). Dependendo dos 
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aspectos geográficos, geológicos, hidrológicos, climáticos, faunístico e florístico e das 
influências antropogênicas, o solo apresenta propriedades que determinam a sua 
comunidade microbiana (Liesack et al., 1997). 
Fatores como tipo de solo e espécie vegetal influenciam na quantidade e qualidade 
dos exsudados, favorecendo ou não a presença de grupos de organismos na rizosfera. As 
excreções radiculares representam uma importante fonte de C e energia para os 
microrganismos heterotróficos do solo. Assim, a diversidade da cobertura vegetal do solo 
poderá favorecer a diversidade microbiana, considerando que quanto maior a diversidade 
vegetal, maior será a diversidade dos compostos orgânicos secretados e excretados que, 
consequentemente, favorecerão o crescimento de organismos com exigências nutricionais 
mais diversas (Moreira & Siqueira, 2006; Bayer & Mielniczuk, 2008). 
Conforme Cardoso et al. (2009), a manutenção do equilíbrio entre a cobertura 
vegetal e os processos biogeoquímicos do solo, em floresta nativa, com solos de baixa 
fertilidade natural, é mediada pelos microrganismos no solo. Seu equilíbrio e manutenção 
ainda podem ser relacionados com a produção de substâncias reguladoras de crescimento 
de plantas, produzidas por uma parcela significativa dos microrganismos rizosféricos 
(Moreira & Siqueira, 2006). 
 
2.4 Carbono e Nitrogênio da Biomassa Microbiana 
 
A decomposição e a mineralização dos resíduos vegetais dependem da atividade 
microbiana e por este motivo a avaliação da biomassa microbiana do solo (BMS) é fonte 
de importantes informações para o entendimento da ciclagem de nutrientes (Paul & Clark, 
1996). 
As primeiras técnicas de quantificação da BMS eram realizadas através do 
biovolume de todos os microrganismos presentes em uma determinada porção do solo, a 
partir de observações microscópicas dos microrganismos oriundos de uma amostra. 
Porém era necessário conhecer as dimensões e o número de cada tipo de microrganismo. 
Embora o método da observação direta tenha sido pioneiro e o único disponível até cerca 
de três décadas atrás, apresentava dificuldades como pouca precisão e baixo rendimento 
(De-Polli & Guerra, 2008). 
Sendo a biomassa microbiana estimada com base na concentração de algum 
elemento ou substância celular, e não da atividade, pode-se quantificá-la, a partir da 
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concentração de carbono e nitrogênio microbiano. Dentre os métodos de quantificação do 
carbono microbiano encontram-se fumigação-incubação (Jenkinson & Powlson, 1976), 
respiração induzida pela adição de substrato (Anderson & Domsch, 1978), índice de 
trifosfato adenosina (Oades & Jenkinson, 1979), fumigação-extração (Vance et al., 1987; 
Sparling & West, 1988; Tate et al., 1988) e irradiação-extração (Ferreira et al., 1999). 
Conforme Ferreira et al. (1999), a utilização de micro-ondas para irradiação das 
amostras, em frequência e concentração de energia específicas, pode ser utilizada para 
estimar os valores de C e N microbianos, de forma semelhante aos obtidos pela fumigação 
com clorofórmio, reduzindo os coeficientes de variação nas amostras de solo submetidas 
ao procedimento de extração, indicando este método como o mais adequado para estimar 
o C e o N microbiano no solo. A desvantagem de métodos como a fumigação- e 
irradiação-extração, segundo Brandão-Junior et al. (2008), estaria na necessidade da 
utilização de dicromato de potássio, pela sua toxicidade; e na ausência de um analisador 
automático. 
Os valores de C e N da biomassa microbiana do solo, quando associados aos 
resultados da atividade microbiana e atributos químicos, como C orgânico e N total, 
representam valores que expressam de forma adequada a dinâmica do C e N nos 
ecossistemas (Monteiro & Gama-Rodrigues, 2004). A relação C microbiano/C orgânico 
indica qualidade da matéria orgânica e como a eficiência da transformação do carbono do 
solo em carbono microbiano, da mesma forma como a relação N microbiano/N total 
reflete a conversão do N do solo em N microbiano (Sparling, 1992). 
 
2.5  Essências florestais leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico 
 
O nitrogênio ocupa posição de destaque entre os elementos essenciais ao 
crescimento e desenvolvimento das plantas. Sua baixa disponibilidade, dependente da 
mineralização da matéria orgânica do solo pela microbiota, o torna um nutriente limitante 
ao crescimento vegetal (Bremner, 1965; Stevenson, 1982; Camargo et al., 1999). 
Algumas bactérias apresentam a enzima nitrogenase, capaz de reduzir o nitrogênio 
atmosférico (N2) a amônia (NH3), forma disponível às plantas e outros organismos. Este 
processo caracteriza a Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) realizada por 
microrganismos diazotróficos ou fixadores de nitrogênio (Moreira & Siqueira, 2006). 
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As bactérias fixadoras de N podem ser de vida livre no solo e na água, associativas 
ou simbiontes. Os microrganismos de vida livre necessitam um ambiente com 
disponibilidade de carbono disponível para realização da FBN (Kuss, 2006); os 
microrganismos associativos, também denominados endofíticos, colonizam o interior e 
exterior de raízes, caules e folhas; e as simbiontes possuem capacidade de formar 
estruturas especializadas denominadas de nódulos, interagindo a nível genético, 
bioquímico e fisiológico; e são conhecidas como bactérias nodulíferas de leguminosas 
(Moreira et al., 2013). 
 O grupo das leguminosas pertencente à família Fabaceae, a qual é dividida em três 
subfamílias, Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Lewis et al., 2005). 
Apresentam atributos importantes para recuperação de solo, como a capacidade de 
associar-se com bactérias diazotróficas, agentes da fixação de N atmosférico (Faria & 
Franco, 2002), processo que representa a principal fonte de N para a biosfera terrestre, 
além de ser relevante na ciclagem de N nas florestas tropicais (Galloway, 2008). 
Em regiões de clima tropical, em razão da intensa radiação solar e grande 
quantidade de chuva, as taxas de decomposição da matéria orgânica do solo são elevadas 
(Spaccini et al., 2002). Essa disponibilidade de recursos afeta significativamente a 
estrutura e atividade das populações diazotróficas, interferindo diretamente nas taxas de 
fixação biológica de nitrogênio, processo dependente da abundância, diversidade e 
distribuição espacial de bactérias diazotróficas (Reed et al., 2010). 
 
2.6 Métodos de avaliação da diversidade de microrganismos 
 
A diversidade de microrganismos é tão vasta quanto desconhecida. Um grama de 
solo pode conter 10 bilhões de microrganismos, representando milhares de espécies 
(Rosseló-Mora & Amann, 2001). O estudo da biodiversidade no solo representa 
importante ferramenta na identificação das interações entre microrganismos e plantas, 
esclarecendo o equilíbrio das estruturas no meio em que vivem (Pereira et al., 1996).  
Visando facilitar a avaliação da densidade, diversidade e processos intermediados 
pelo microrganismos do solo, alguns métodos vêm sendo desenvolvidos. A exemplo, tem-
se os meios de cultivo, onde, uma vez crescidos nestes, espécies de organismos-alvo 
podem ser isolados em cultura pura, onde poderão ser distinguidas por suas características 
fenotípicas e genéticas específicas (Moreira & Siqueira, 2006). 
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Para detectar a presença de bactérias diazotróficas não simbiontes, utilizam-se 
meios de cultivos que não contem nitrogênio em sua formulação e possuem consistência 
semi-sólida como LGI, JNFb e NFb (Döbereiner et al., 1995). 
Em 1985, com um grande avanço experimental, baseado no trabalho pioneiro de 
Carl Woese, demonstrou-se que genes do RNA ribossomal (rRNA) poderiam ser 
utilizados como ferramentas de medida de divergência evolutiva (Woese, 1987). A 
análise direta das sequências dos genes rRNA 5S e 16S foi utilizada para a descrição da 
diversidade de microrganismos em uma amostra ambiental, sem isolamento ou cultivo 
(Lane et al., 1985). 
Desde então, vem sendo muito empregado em estudos de diversidade o 
sequenciamento de genes que codificam para subunidades do RNA ribossomal. O gene 
rRNA 16S possui características fundamentais, tais como: i) presença de regiões com 
sequência de nucleotídeos hipervariáveis entre regiões conservadas; ii) presença em todos 
os procariotos; iii) aparente ausência de transferência genética lateral; e iv) tamanho 
considerado satisfatório para estudos filogenéticos; possibilitando, assim, sua utilização 
em estudos de ecologia (Amann & Ludwig, 2000). O gene 16S, podendo ser amplificado 
pela PCR e seu produto sequenciado, é um dos mais utilizados na detecção de relações 
entre bactérias (Weisburg et al., 1991).  
A caracterização genotípica de microrganismos ocorre através de técnicas que 
necessitam de quantidades de DNA adequadas, obtidas a partir da reação em cadeia da 
polimerase (PCR). Esta reação consiste na amplificação in vitro de fragmentos específicos 
do DNA extraído, como o gene 16S, detectados com primers de sequência construída 
para se acoplarem a regiões alvo do DNA e dar início à amplificação que é conduzida 
pela enzima Taqpolimerase (Moreira & Siqueira 2006). Após a amplificação, os genes 
são submetidos ao sequenciamento e análise das sequências obtidas. 
A diversidade de informações de sequências de DNA e ferramentas de análise têm 
possibilitado o desenvolvimento de novas metodologias para comparar a diversidade 
microbiana em diferentes ambientes e associá-los a atributos do solo (Lambais et al., 
2005). 
A comunidade de diazotróficos cultiváveis é extremamente variada e somente 
poucas bactérias foram identificadas e caracterizadas (Yanni et al.,1997). Estima-se que, 
de toda a diversidade de microrganismos do solo, apenas 0,1 a 1% destes sejam 
cultiváveis (Moreira & Siqueira, 2006), implicando nos estudos baseados em isolamento 
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microbiológico, que podem incluir somente uma parte minoritária da diversidade 


































3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Regiões de Estudo  
 
As parcelas de estudo estão localizadas na Reserva Natural da Guaricica (RNG) 
(Figura 1), situada na porção oeste-noroeste da Baía de Antonina, no município de 
Antonina, região litorânea do Estado do Paraná, fazendo parte da Zona de Conservação 
da Vida Silvestre da Área de Proteção Ambiental (APA) de Guaraqueçaba. A reserva 
pertence à Organização Não Governamental (ONG) Sociedade de Pesquisa em Vida 
Selvagem e Educação Ambiental (SPVS); representa 10,33% da superfície do município 
de Antonina. Sua área atual é de 8.635,90 ha e seus pontos extremos têm como 
coordenadas geográficas as Latitudes 25°24' - 25°41' – Sul e as Longitudes de 48°64' - 
48°74' - Oeste. 
A RNG está cercada pela Serra do Mar ao norte e ao leste; ao sul pelo estuário dos 
rios Cachoeira e Faisqueira; e a oeste por um trecho de planície cruzado pelos rios Cacatu, 
do Nunes, Xaxim e Curitibaíba, que também encontra o sopé da Serra do Mar (SPVS, 
2005). Abrange a fitofisionomia Floresta Ombrófila Densa ocorrendo nas formações 
Aluvial, das Terras Baixas e Submontana. Cada uma dessas formações difere entre si em 
vários aspectos, como composição e riqueza de espécies, estratificação, classe de solo, 
microclima, dentre outros. Como está situada numa zona de transição entre o 
compartimento continental da planície litorânea e a Serra do Mar e as condições 
edafoclimáticas são favoráveis ao desenvolvimento vegetal, essa fitofisionomia possui a 
maior diversidade e riqueza de espécies dentre as formações florestais da Floresta 
Atlântica. 
Os sítios escolhidos para a realização da presente pesquisa são parcelas 
permanentes de 1 ha cada, em formação submontana, situadas ao longo de trilhas 






Figura 1.  Localização da Reserva Natural da Guaricica, Antonina-PR e localização dos 
sítios de estudo, ao longo das trilhas Corvo, Ferro e Pinheiro. Adaptado de Borgo (2010) 






3.2 Caracterização química do solo 
 
A interpretação dos resultados da análise de solo (Tabela 1) realizada com base na 
Comissão de Química e Fertilidade do Solo – RS/SC (2004) demonstram que os sítios de 
estudo apresentam acidez elevada, de maneira geral, independente da área e profundidade 
onde o solo foi coletado, refletindo também na baixa saturação de bases.  Os teores de P 
encontram-se de baixos a altos, com os maiores valores nas camadas superiores. Os teores 
de potássio demonstraram-se médios, enquanto os teores Ca e Mg encontram-se abaixo 


























Tabela 1. Características químicas das amostras de solo coletadas nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm, Reserva Natural da Guaricica, Antonina – 
PR. 
Sítio Prof. 
pH Al H+Al P C Ca Mg K Na T V Cu Mn Fe Zn 
CaCl2 cmolc dm-3 mg kg-1 g dm-3 -----------cmolc dm-3------------ % ----------mg kg-1---------- 
F7 
0-5 cm 3,42 1,94 13,19 10,87 39,42 0,49 0,58 0,15 0,06 14,47 8,87 0,70 1,20 15,75 0,20 
5-10 cm 3,44 1,99 11,53 9,11 25,80 0,25 0,24 0,10 0,05 12,16 5,16 0,50 0,41 15,72 0,12 
F10 
0-5 cm 3,57 1,67 10,97 8,66 23,10 1,09 0,60 0,20 0,07 12,94 14,92 0,80 3,84 8,04 0,27 
5-10 cm 3,56 1,96 11,04 8,25 20,01 0,68 0,40 0,15 0,06 12,33 10,01 0,80 2,80 8,49 0,22 
C6 
0-5 cm 3,19 2,96 15,66 5,32 46,01 0,16 0,31 0,11 0,06 16,31 4,01 0,20 0,15 10,83 0,16 
5-10 cm 3,29 2,94 13,87 5,20 35,11 0,16 0,22 0,09 0,06 14,40 3,74 0,20 0,11 11,40 0,14 
P6 
0-5 cm 3,68 1,97 8,78 4,40 36,34 0,55 0,56 0,12 0,06 10,02 12,29 0,15 3,10 8,31 0,25 
5-10 cm 3,71 2,09 8,54 2,96 23,36 0,24 0,28 0,08 0,04 9,13 6,51 0,16 1,19 8,80 0,15 
P20 
0-5 cm 3,60 1,58 9,79 7,61 35,89 0,96 0,87 0,16 0,06 11,87 18,18 0,80 3,56 11,94 0,23 




3.3 Espécies arbóreas 
 
As espécies arbóreas selecionas para a realização da amostragem de solo sob suas 
copas foram escolhidas em função da representatividade nas áreas de estudo e a 
potencialidade de fixação biológica de nitrogênio em simbiose com bactérias 
diazotróficas. Assim, as espécies estudadas foram: Andira anthelmia (Vell.) J.F. Macb., 
Inga edulis Mart., Inga striata e Pterocarpus rorhii Vahl.. 
 
3.3.1 Epécies florestais da Família Fabaceae (Leguminosae) 
 
Alguns trabalhos sobre nodulação em leguminosas arbóreas, como Faria et al. 
(1986), Faria et al. (1987), Barberi et al. (1998), Grossman et al. (2005), e Canosa et al. 
(2012), demonstram a importância de diversas espécies, como Andira anthelmia 
(Vell.) J.F. Macb., Inga edulis Mart., Inga striata Benth. e Pterocarpus rorhii Vahl.na 
recuperação de áreas degradadas e no processo de restauração florestal. Ainda que 
existam questionamentos acerca da nodulação de P. rohrii, existem registros do seu 
potencial em formar nódulos (Canosa et al., 2012).  
 
3.3.1.1 Andira anthelmia (Vell.) J.F. Macb. 
 
Pertence à família Fabaceae (Faboideae), nativa e endêmica do Brasil, ocorre nos 
biomas Cerrado e Mata Atlântica (Pennington, 2003). 
Planta pioneira rústica, ótima para plantios mistos destinados a recomposição de 
áreas degradadas. Semidecídua, heliófita, seletiva higrófita, característica das florestas 
semidecídua e pluvial. Ocorre preferencialmente em fundo de vales e encostas úmidas, 
tanto no interior da floresta primária densa como em formações abertas secundárias. 
Apresenta dispersão ampla, porém sempre em baixa densidade populacional. Produção 
de sementes viáveis irregular e em pequena quantidade, amplamente disseminados pela 
fauna. Floresce durante os meses de outubro-novembro. Seus frutos amadurecem nos 







3.3.1.2 Inga edulis Mart. 
  
Pertence à família Fabaceae (Mimosoideae), nativa não endêmica do Brasil, 
ocorre nos biomas Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica (Pennington, 1997).  
Planta semidecídua, heliófita, seletiva higrófita, pioneira, característica da floresta 
pluvial tropical. Ocorre principalmente em capoeiras localizadas sobre solos de baixadas 
que durante o período chuvoso alagam-se com facilidade. Produz anualmente abundante 
quantidade de sementes viáveis. Floresce durante os meses de outubro a janeiro e os frutos 
amadurecem a partir do mês de maio (Lorenzi, 1998). 
 
3.3.1.3 Inga striata Benth. 
 
Pertence à família Fabaceae (Mimosoideae), nativa e não endêmica do Brasil, 
ocorre nos biomas Amazônia, Cerrado e Mata Atlântica (Pennington, 1997). 
Vegetação secundária, ocorre em florestas ombrófila densa, submontana e 
montana e em floresta estacional. Frequentemente inicia a floração em outubro, 
frutificando no final de fevereiro até junho. Pode apresentar mais de uma floração ao ano. 
Ocorre ao longo da costa brasileira e penetra no continente na região Sul/Sudeste do país 
(Pennington 1997; Garcia 1998). 
 
3.3.1.4 Pterocarpus rorhii Vahl. 
 
Pertence à família Fabaceae (Papilionoideae), nativa e não endêmica do Brasil, 
ocorre nos biomas Amazônia, Cerrado e Mata Atlântica (Rojo, 1972). 
Planta pernifólia, heliófita, anemocórica, característica da floresta pluvial da 
encosta atlântica. Encontrada tanto na floresta primária densa como nas formações 
secundárias. Floresce a partir de meados de outubro a dezembro. Frutificação ocorre 
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CAPÍTULO 2 – BIOMASSA E ATIVIDADE MICROBIANA EM SOLOS SOB 
ESPÉCIES NATIVAS LEGUMINOSAS EM ÁREAS DE REGENERAÇÃO 




A manutenção da produtividade dos ecossistemas florestais depende, em grande parte, do 
processo de transformação da matéria orgânica do solo e consecutivamente da dinâmica 
da Biomassa Microbiana do Solo (BMS). Por outro lado, as características da BMS são 
indiretamente determinadas pela própria vegetação florestal. Assim, é de se esperar que 
a presença de diferentes espécies florestais sobre o solo pode influenciar a BMS e a 
atividade microbiana. Neste trabalho foram avaliados o conteúdo de C e N da biomassa 
microbiana, a Respiração Basal do Solo (RBS) e quociente metabólico (qCO2), a fim de 
se compreender melhor as relações entre parâmetros microbiológicos do solo e algumas 
espécies leguminosas nativas da Mata Atlântica do Sul do Brasil, em áreas de restauração 
florestal. A extração do Carbono da Biomassa Microbiana e N microbiano foi realizada 
pelo método de irradiação-extração, a RBS por incubação das amostras com retenção de 
CO2 por NaOH e o qCO2 pela razão entre RBS e CBM. Para o CBM e N mic, os maiores 
valores foram observados nos solos sob as espécies Inga edulis e Andira anthelmia, na 
camada de 0 a 5 cm de profundidade. RBS apresentou maiores taxas no outono, com 
valores superiores na camada superficial. Menores valores obtidos para qCO2 na 
primavera refletiram em maior eficiência da BM em utilizar o carbono disponível para 
biossíntese, servindo como indicador de que, neste período, o ecossistema encontrava-se 
mais estável, ou seja, em estado favorável a sua manutenção. Quanto às espécies, 
observou-se que A. anthelmia e I. edulis favoreceram o crescimento da comunidade 
microbiana. A RBS com maiores taxas no outono, período com menor umidade, refletiu 
na maior dificuldade no metabolismo microbiano, fazendo com que o solo perdesse C na 
forma de CO2.  Assim, conclui-se que a atividade microbiológica do solo se mostrou 
influenciada tanto pelas condições climáticas como por algumas espécies arbóreas. 
 
Palavras-Chave: Biomassa microbiana do solo, carbono da biomassa microbiana, 















Em diferentes condições ambientais de umidade, aeração, pH, disponibilidade de 
C, N, P e S, a biomassa microbiana do solo (BMS) é variável. A sua estimativa, em um 
tempo determinado, vem sendo usada para complementar a compreensão de avaliações 
do fluxo de carbono e nitrogênio, da ciclagem de nutrientes e da produtividade das plantas 
em diferentes ecossistemas terrestres. Tais avaliações servem ainda como base para 
estudos de formação e ciclagem da matéria orgânica do solo (Roscoe et al., 2006; Gama-
Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008). 
Como parâmetro ecológico, estudos acerca da BMS fornecem rapidamente 
informações sobre mudanças nas propriedades orgânicas do solo, detectam mudanças em 
razão da devastação florestal, aferem a regeneração dos solos após a remoção da camada 
superficial, assim como avaliam os efeitos de poluentes como metais pesados, pesticidas, 
entre outros (Frighetto, 2000). Assim a medição da biomassa microbiana e de sua 
atividade nos solos torna-se importante ferramenta na avaliação do estado de conservação 
dos ecossistemas. 
A BMS representa, proporcionalmente, a menor fração do C orgânico do solo, 
mas se constitui como parte significativa e potencialmente mineralizável do N disponível 
às plantas; é de rápida ciclagem; responde intensamente às flutuações sazonais, tendo, 
assim, influência no ciclo global do C e N (White & Gosz, 1987).  
O carbono da biomassa microbiana (CBM) representa a quantidade de C 
imobilizada pela biomassa microbiana em suas células, ou seja, compreende a fração ativa 
e biodegradável da MOS. Sua determinação ajuda na identificação de tendências de 
mudanças a médio e longo prazo nas frações de ciclagem mais lenta, refletindo, assim, 
possíveis impactos ambientais (Feigl et al., 1998; Insam, 2001). 
O conteúdo de N da massa microbiana do solo representa, em média, de 1 a 5% 
do N total do solo (De-Polli & Guerra, 2008), é liberado na medida em que os 
microrganismos morrem e são mineralizados pela população restante; assim, em solos 
submetidos a estresses ambientais, a maior parte do N mineralizado pode ser de origem 
microbiana (Marumoto et al., 1982). 
Além da determinação da BMS, são necessárias avaliações de parâmetros 
relativos a sua atividade para verificar o seu estado e potencial metabólico, pois podem 




A participação dos microrganismos na decomposição aeróbia da MOS 
compreende a principal fonte superficial do solo de CO2. Este processo é conhecido como 
respiração do solo (Moreira & Siqueira, 2006) e pode ser avaliada pelo método da 
Respiração Basal do Solo (RBS), ou seja, liberação de C-CO2 em amostras coletadas no 
campo, onde a quantidade de carbono liberado serve com um indicativo do carbono lábil 
ou prontamente metabolizável do solo (Doran & Parkin, 1996). 
A razão entre o CO2 evoluído e o reservatório CBM fornece o quociente 
metabólico (qCO2). Este parâmetro, que refere-se à quantidade de CO2 incorporada por 
grama de biomassa em um determinado tempo, reflete o estado metabólico dos 
microrganismos, podendo ser indicador de estresse ou estabilidade do ecossistema. Sua 
proposição teve como objetivo avaliar os efeitos antropogênicos e ambientais sobre a 
atividade microbiana no solo e assim poder indicar o grau de desenvolvimento e 
reabilitação de um ecossistema (Anderson & Domsch, 1993; De-Polli & Guerra, 1997). 
Como a BMS apresenta estreita relação com a matéria orgânica adicionada sobre 
o solo (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008), a hipótese deste trabalho é de que a 
presença de diferentes espécies florestais sobre o solo pode atuar sobre a BMS e sua 
atividade nos sítios avaliados. Em trabalho anterior (Müller, 2012) com apenas duas 
espécies em estudo, esta hipótese não foi confirmada. Aqui, buscou-se ampliar o número 
de sítios e espécies florestais em estudo, sendo avaliados o conteúdo de C e N da biomassa 
microbiana, associando-os aos parâmetros microbiológicos de Respiração Basal do Solo 
e quociente metabólico, a fim de observar se há relação entre a microbiota e as espécies 















2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Clima na área no período de estudo 
 
A amostragem de solo foi realizada na primeira quinzena dos meses de abril 
(outono) e outubro (primavera) do ano de 2015, com precipitação acumulada e 
temperaturas médias conforme Figura 1. 
 
 
Figura 1. Dados de precipitação acumulada e temperaturas em Antonina, PR (I refere-se 
as médias de precipitação da primeira quinzena do mês e II refere-se as médias de 
precipitação da segunda quinzena do mês). Fonte de dados: Simepar (2015). 
 
2.2 Coletas de solo e acondicionamento das amostras 
 
Foram definidos dois pontos de coleta na projeção da copa das árvores, entre 1 e 2 
metros do tronco. Nestes pontos, foi retirada a serapilheira depositada e, com auxílio de 
pá cortadeira, retirou-se um monólito de solo de onde foram extraídas as amostras de solo 
nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm. As duas amostras de solo, de cada camada, foram 
agrupadas em uma única amostra composta por profundidade e por árvore. 
Os solos foram coletados sob 12 indivíduos de Andira anthelmia, 12 indivíduos 
de Pterocarpus rohrii, 10 indivíduos de Inga edulis e oito indivíduos de Inga striata, em 






















As amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Biogeoquímica, onde ficaram 
acondicionadas à temperatura de 5ºC por sete dias. 
 
2.3 Determinação do peso seco do solo 
 
O peso seco foi determinado em duplicatas das amostras de solo, pelo método de 
secagem em estufa à 105ºC até peso constante.  
 
2.4 Determinação do Carbono da Biomassa Microbiana (CBM) e Nitrogênio 
microbiano (Nmic) do Solo 
 
As análises foram realizadas no Laboratório de Biogeoquímica do Departamento 
de Solos e Engenharia Agrícola da Universidade Federal do Paraná.  
No laboratório, as amostras foram peneiradas em malha de 2 mm, retirando-se os 
fragmentos de animais e vegetais por meio de catação. 
A extração do Carbono da Biomassa Microbiana do solo e do Nitrogênio 
microbiano foram realizadas pelo método de irradiação-extração, por ser o mais indicado 
para solos ácidos e com elevados teores de matéria orgânica. Para cada amostra, foram 
pesadas duas alíquotas de 40g de solo e colocadas em frascos plásticos de 200 mL. Em 
seguida, uma das alíquotas foi irradiada em forno micro-ondas marca Sanyo Prosdócimo, 
modelo EM 9003 B, tensão de alimentação 120 V (60 Hz), frequência de micro-ondas de 
2.450 MHz e concentração de energia 1,35 kW, durante 120 segundos. 
 Após a irradiação, foram adicionados a todos os frascos 50 mL de K2SO4 0,5 mol 
L-1 (Vance et al., 1987), seguido de agitação por 30 minutos em agitador orbital a 220 
rpm. Após a decantação do solo, retirou-se o sobrenadante passando-o em filtro de papel 
acoplado a um funil e frasco para acondicionar as soluções. 
 O CBM e Nmic foram determinados no Analisador Elementar vario TOC cube  
(Figura 2). O cálculo do C da biomassa microbiana do solo foi dado pela diferença de C 
encontrado na amostra irradiada e o C recuperado na amostra não irradiada, aplicando o 
fator de correção de 0,45 (De-Polli & Guerra, 1996), representados na seguinte equação:  
 




em que CBM= carbono presente na biomassa microbiana do solo; CFI = carbono presente 
na amostra irradiada; CNFI = carbono presente na amostra não irradiada; Kc = fator de 
correção. 
 
O cálculo do conteúdo de N microbiano do solo foi dado pelo fluxo obtido da 
diferença entre a quantidade de N total recuperado no extrato da amostra irradiada e o 
recuperado da amostra não irradiada, aplicando o fator de correção de 0,54 (De-Polli & 




-1)= FNt . kN
-1 
 
Onde Nmic= nitrogênio microbiano do solo; FNt= diferença entre quantidades de N 
obtidas nas amostras irradiada e não irradida; kN= fator de correção. 
 
 
Figura 2. Colocação dos extratos irradiados e não irradiados para determinação do CBM 









2.5 Determinação da Respiração Basal do Solo (RBS) 
 
A determinação da respiração basal do solo seguiu a metodologia de incubação 
das amostras com retenção de CO2 por NaOH 1 mol L
-1 (Jenkinson & Powlson, 1976).  
Pesou-se 50 g de solo, previamente peneirados em malha de 2 mm, em potes de 600 mL; 
posteriormente foi colocado um recipiente contendo 10 mL de NaOH 1 mol L-1 e um tubo 
de ensaio contendo 10 mL de água deionizada, a fim de manter a umidade das amostras 
durante o período de incubação. Os potes foram fechados hermeticamente para que não 
houvesse entrada de CO2 do ar externo ou fuga do CO2 internamente produzido. Foram 
preparados seis frascos controle (branco), contendo apenas a solução de NaOH e água 
deionizada. Após preparo das amostras, incubou-se à temperatura constante de 25ºC 
durante 10 dias (Figura 3). 
Após o período de incubação foram retirados os frascos contendo NaOH, e 
imediatamente adicionados 2 mL de BaCl2, afim de completar a precipitação do CO2. 
Logo após, titulou-se esta solução com HCl 0,5 mol L-1, utilizando-se como indicador 
uma solução de fenolftaleína 1%.  
 
 
Figura 3. Incubação das amostras (A), amostra após período de incubação (B) e titulação 
do NaOH (C). 
 





   T 
em que RBS= carbono oriundo da respiração basal do solo; Vb (mL) = volume do ácido 
clorídrico gasto na titulação da amostra em branco; Va (mL) = volume do ácido clorídrico 
gasto na titulação da amostra; M= molaridade exata do HCl; Ps (g) = massa de solo seco 
e T= tempo de incubação da amostra em horas. 
 
2.6 Quociente Metabólico (qCO2) 
 
O quociente metabólico foi calculado pela razão entre a respiração basal do solo 
por unidade de carbono da biomassa microbiana do solo. O cálculo do qCO2 da respiração 
basal do solo é: 
  RBS (mg C-CO2.kg
-1 solo h-1) 
 
CBM (mg C.kg-1 solo) 10-3 
 
Onde, qCO2 (quociente metabólico), CBM (concentração de carbono da 
biomassa) e RBS (respiração basal).  
 
2.7 Análises estatísticas 
 
Foi adotado o delineamento inteiramente casualisado, sendo os tratamentos 
representados pelas espécies em estudo e as repetições pelo número de indivíduos sob os 
quais foram realizadas as coletas de solo. 
Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as diferenças entre 













3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Carbono da Biomassa Microbiana 
 
O Carbono da Biomassa Microbiana, nas duas estações estudadas, não apresentou 
diferenças entre as espécies (Tabela 1 e 2), porém, ao considerar as profundidades 
coletadas, verificou-se que no outono, sob Andira anthelmia e Inga edulis a biomassa 
microbiana foi maior, com valores de 40,34 e 38,26 mg C kg-1 de solo nas camadas 
superficiais, e na camada de 5 a 10 cm, valores de 23,30 e 23,61 mg C kg-1 (Figura 4). 
Esta estimativa da biomassa microbiana serve como um indicador biológico dos 
níveis da matéria orgânica do solo (Mele & Carter, 1993; Gama-Rodrigues, 1999) e 
somado a isso, a incorporação de C pela microbiota do solo. 
 
Tabela 1. Valores médios de CBM sob espécies leguminosas em diferentes profundidades 
no outono e primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
CBM (mg C kg-1 de solo) 
Outono Primavera 
Andira anthelmia 31,82 a 278,67 a 
Inga edulis 30,92 a 264,59 a 
Inga striata 25,89 a 285,86 a 
Pterocarpus rohrii 33,92 a 306,67 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade.    
 
Tabela 2. Valores médios de CBM sob espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5 
e 5 a 10 cm na primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
CBM (mg C kg-1 de solo) 
0-5 5-10 
Andira anthelmia 251,69 a 275,75 a 
Inga edulis 273,82 a 255,37 a 
Inga striata 283,96 a 287,76 a 
Pterocarpus rohrii 319,24 a 294,10 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 






Figura 4. Valores médios de CBM sob espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5 
e 5 a 10 cm no outono. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
  
Ao comparar as duas estações observa-se valores muito superiores na primavera 
comparativamente ao outono (Figura 5). Tais resultados vão de encontro ao estudo de 
Silva et al. (2012), onde foi observado maiores valores para CBM em período úmido em 
floresta secundária da Mata Atlântica, no estado do Rio de Janeiro. 
 
Figura 5. Valores médios de CBM nas diferentes estações avaliadas, sob espécies 


















































 O aumento do carbono da biomassa microbiana na primavera pode ser relacionado 
às melhores condições climáticas para o crescimento de microrganismos, além do 
aumento da disponibilidade de nutrientes em decorrência da maior decomposição da 
matéria orgânica (Gama-Rodrigues et al., 2005). Parte da BMS morre nos períodos mais 
secos e com a retomada das chuvas, e consequente aumento da umidade do solo, a 
biomassa sobrevivente faz uso da MO acumulada no período anterior, inclusive células 
de BM morta, promovendo, assim, maior atividade microbiana nos períodos de maior 
pluviosidade (Piao et al., 2000). 
As variações relatadas neste estudo vão de encontro ao que foi verificado por 
Diaz-Raviña e colaboradores (1995), onde a sazonalidade influenciou as flutuações da 
população microbiana em ecossistemas florestais. 
 
3.2 Nitrogênio microbiano 
 
Avaliando os teores de nitrogênio microbiano no outono, é possível observar a 
distinção quanto às espécies sob as áreas de coleta, onde, sob Inga edulis e Andira 
anthelmia observam-se os maiores valores de N mic, da ordem de 5,29 e 5,66 mg Nmic 
kg-1 de solo, seguidas por Pterocarpus rohrii e Inga striata com 4,16 e 2,25 mg Nmic kg
-
1 de solo, respectivamente. Na primavera também foram identificadas diferenças nos 
valores de Nmic entre espécies, mas aquela que superou as demais foi P. rorhii (Tabela 3). 
E os valores absolutos na primavera foram superiores àqueles do outono, o que confere 
função de reserva à biomassa microbiana, nesta estação, acumulando maiores quantidades 
de nutrientes (Gama-Rodrigues, 1999). 
Ao comparar as profundidades avaliadas, não encontraram-se grandes variações 
nos valores de N microbiano. Apenas para Andira anthelmia foi observado distinções, 
com valores superiores na camada superficial em relação a camada de 5 a 10 cm (Tabela 
4). No entanto, observa-se uma tendência de maiores teores de Nmic, sob todas as espécies, 
na profundidade de 0 a 5 cm. Isso evidencia que nas camadas superficiais pode ocorrer 
maior aporte de N proveniente dos exsudatos de raízes e de resíduos vegetais na superfície 
do solo que são imobilizados pela microbiota do solo (Cheng & Johnson, 1998). As 
estáveis propriedades físico-químicas da rizosfera, decorrentes do fornecimento constante 
de substratos orgânicos e fatores de crescimento pelas plantas, favorecem intensa 




positivamente o tempo de geração microbiano (Moreira & Siqueira, 2002). Este aumento 
reflete diretamente no enriquecimento dos níveis de nitrogênio da biomassa microbiana 
no solo.  
 
Tabela 3. Valores médios de N mic sob espécies leguminosas no outono e primavera. 
Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
N mic (mg Nmic kg-1 de solo) 
Outono Primavera 
Andira anthelmia 5,66 a 46,11 b 
Inga edulis 5,29 a 47,55 ab 
Inga striata 2,25 b 51,74 ab 
Pterocarpus rohrii 4,16 ab 55,67 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade.     
Tabela 4. Valores médios de N mic sob espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5 
e 5 a 10 cm no outono e primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
N mic (mg Nmic kg-1 de solo) 
Outono Primavera 
0-5 5-10 0-5 5-10 
Andira anthelmia 7,57 a 3,74 b 49,59 a 42,63 a 
Inga edulis 6,18 a 4,40 a 46,69 a 48,41 a 
Inga striata 2,48 a 2,02 a 51,88 a 51,60 a 
Pterocarpus rohrii 4,04 a 2,28 a 58,46 a 52,88 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade.     
  
Foram identificadas interações entre os fatores estação e espécie, onde nota-se 
ausência de diferenças entre espécies no outono, mas oberva-se valores superiores de 










Tabela 5. Interação dos fatores estação x espécie - N mic do Solo sob espécies 
leguminosas. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
 N mic (mg Nmic kg-1 de solo) 
Outono Primavera 
Andira anthelmia 5,66 bA 46,11 aB 
Inga edulis 5,29 bA 47,55 aB 
Inga striata 2,25 bA 51,74 aAB 
Pterocarpus rohrii 4,16 bA 55,67 aA 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade. Comparações nas colunas são representadas por letras maiúsculas; e nas 
linhas por letras minúsculas. 
  
Em estudos sob plantios de eucalipto, Gama-Rodrigues et al. (2005), atribuem ao 
aumento da precipitação pluviométrica o aumento nos teores de N microbiano, nas 
estações mais chuvosas, o que poderia ser interpretado como resultante da maior taxa de 
decomposição da matéria orgânica, reduzindo, temporariamente, o N microbiano e 
aumentando do N mineral. 
Os maiores valores de nitrogênio da biomassa microbiana na primavera indicam 
que, neste período, o reservatório de N fica maior; e menores serão as perdas de N para o 
sistema e maior será a fração lábil da matéria orgânica prontamente disponível no solo. 
Menores valores no outono refletem a menor população microbiana, desta forma, com a 
morte de parte da BM, o N incorporado em suas células foi liberado no solo e 
mineralizado pelo restante da biomassa, liberando os nutrientes imobilizados. 
A imobilização, por ser um processo temporário, torna a biomassa microbiana 
uma importante fração do N potencialmente mineralizável. Dessa forma, quanto maiores 
os teores de N da biomassa microbiana, mais rápida será sua reciclagem (Cochran et al., 
1988; Anderson, 2003). 
A relação C:N microbiana pode ser usada como índice para expressar a eficiência 
da biomassa em imobilizar C ou N, refletindo a qualidade da matéria orgânica do solo 
(Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008). Conforme Smith & Paul (1990) o valor de 
referência da relação C:N microbiano em floresta seria de 5. Portanto, os valores médios 
encontrados neste estudo, entre 6 e 7, na primavera (Figura 6), superam o esperado para 
esse tipo de ecossistema. Loureiro (2012) ao avaliar solos de uma toposequência sob 




de C:N microbiano de 6,7 na estação chuvosa e 1,3 em época de seca, creditando as 
diferenças entre esses valores à precipitação pluviométrica, que promoveria maior 
acúmulo de CBM. 
 
 
Figura 6. Valores médios de Carbono e Nitrogênio da Biomassa Microbiana no outono e 
primavera, sob espécies leguminosas. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
 
3.3 Respiração Basal do Solo 
 
Após 10 dias de incubação, a Respiração Basal do Solo não apresentou-se distinta 
sob as espécies em estudo (Tabela 6), encontrando-se valores entre 0,95 e 1,16 mg de C-
CO2 kg
-1 solo hora-1 no outono e 0,83 e 1,10 mg de C-CO2 kg
-1 solo hora-1 na primavera. 
Valores semelhantes foram encontrados por Borges et al. (2009) avaliando a atividade 
microbiana em solos sob floresta semidecídua do Mato Grosso do Sul.  
 
Tabela 6. Valores médios de Respiração Basal do Solo sob espécies leguminosas no 
outono e primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
  RBS (mg de C-CO2 kg-1 solo hora-1) 
Outono Primavera 
Andira anthelmia 1,00 a 0,90 a 
Inga edulis 0,98 a 1,10 a 
Inga striata 0,95 a 1,05 a 
Pterocarpus rohrii 1,16 a 0,83 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
























 Ao avaliar o comportamento do processo de respiração do solo, é possível 
observar diferenças na atividade microbiana entre as profundidades, onde a camada de 0 
a 5 cm superou as taxas de CO2 liberados, comparativamente à camada de 5 a 10 cm. 
Estes resultados podem ser verificados tanto no outono quanto na primavera, 
considerando apenas as profundidades (Tabela 7). A quantidade de CO2 liberada pela 
respiração dos microrganismos é um dos métodos mais tradicionais e mais utilizados para 
avaliar a atividade metabólica da população microbiana do solo (Zibilske, 1994).  
Segundo Insam e Domsch (1988), à medida que uma determinada biomassa 
microbiana se torna mais eficiente, menos carbono é perdido como CO2 pela respiração 
e uma fração significativamente de carbono é incorporada à BM. Assim, estes resultados 
sugerem que estas áreas apresentam uma biomassa microbiana eficiente. 
Chaer e Tótola (2007), em estudo sobre impacto do manejo de resíduos em 
plantios de eucalipto, encontraram, sob área de vegetação natural de mata secundária 
valores de liberação de CO2 de 1,221 e 0,696 mg de C-CO2 kg
-1 solo hora-1 nas 
profundidades de 0 a 5 e 5 a 20 cm, respectivamente. 
Ao aplicar o teste de interação, através de análise fatorial, encontrou-se efeito de 
interação entre os fatores profundidade e espécie, no outono e primavera. No entanto, 
avaliando as médias, estas não apresenta diferenças significativas (Tabela 7). 
O desenvolvimento e atividade dos grupos de microrganismos podem sofrer 
alterações em função das condições ambientais. Dentre estas variáveis destacam-se a 














Tabela 7. Interação dos fatores profundidade x espécie - Respiração Basal do Solo sob 
espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5 e 5 a 10 cm no outono e primavera 
Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécie 
RBS (mg de C-CO2 kg-1 solo hora-1) 
Outono Primavera 
0-5 5-10 0-5 5-10 
Andira anthelmia 1,18 aA 0,64 bA 1,54 aA 0,83 bA 
Inga edulis 1,16 aA 0,89 bA 1,31 aA 0,80 bA 
Inga striata 1,14 aA 0,81 bA 1,29 aA 0,76 bA 
Pterocarpus rohrii 1,36 aA 0,59 bA 1,07 aA 0,99 bA 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade. Comparações nas colunas são representadas por letras maiúsculas; e nas 
linhas por letras minúsculas. 
 
Considerando que na primavera a precipitação foi maior, comparativamente ao 
outono (Simepar, 2015), pode-se atribuir as menores taxas de respiração do solo neste 
período à este fator. Gama-Rodrigues et al. (2005), estudando atributos microbiológicos 
em plantações de eucalipto observou que em períodos finais de seca a liberação de CO2 
pela atividade microbiana era maior em relação aos períodos iniciais de chuva. O mesmo 
comportamento foi observado por Silva et al. (2016), em que maior taxa de respiração 
ocorreu nos períodos mais secos. 
Quando comparados os solos sob as diferentes espécies nas diferentes 
profundidades, observou-se que apenas os valores médios sob Inga edulis não 
apresentaram diferença relevante entre elas (Figura 7). Enquanto, quando as estações são 
consideradas, todas as espécies apresentaram maior respiração no outono (Figura 8). 
Facci (2008), avaliando o efeito da estação e profundidade em mata nativa, 
também obteve diferenças entre as profundidades de coleta, onde as taxas de liberação de 
CO2 decresceram de acordo com a profundidade; no entanto, quanto às estações, não foi 
possível verificar essa diferenciação, assim como Peña et al. (2005) ao utilizar a 
respiração do solo como indicador microbiológico em áreas de recuperação em floresta 





Figura 7. Valores médios de Respiração Basal do Solo nas diferentes profundidades. 
Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. As médias seguidas pela mesma letra não 
diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. Comparações entre estações. 
 
 
Figura 8. Valores médios de Respiração Basal do Solo no outono e primavera. Reserva 
Natural da Guaricica, Antonina – PR. As médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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A medida da respiração do solo é bastante variável e dependente, principalmente, 
da disponibilidade do substrato, umidade e temperatura. Os microrganismos respondem 
rapidamente a mudanças nas condições do solo após longos períodos de baixa atividade. 
Por exemplo, poucos minutos em seguida ao reumedecimento do solo ocorre aumento na 
respiração e mineralização do C e do N da matéria orgânica do solo (Brookes, 1995). 
Desta forma, pode-se creditar as maiores taxas de respiração na camada mais superficial 
por esta apresentar maior sensibilidade às alterações externas ao ecossistema solo. 
 
3.4 Quociente Metabólico 
 
A utilização do quociente metabólico (qCO2), como indicador tem suporte na 
teoria de sucessão ecológica, proposta por Odum (1969) e é representada pela relação 
entre RBS e BMS ou CBM (Anderson & Domsch, 1985). De acordo com a teoria, o valor 
de qCO2 sofre redução durante a sucessão ou aumento da maturidade do solo, podendo 
ser utilizada na quantificação mais clara da atividade microbiana no solo (Insam & 
Domsch, 1988).  
Para o quociente metabólico, da mesma forma que observado para RBS, em ambas 
profundidades, os valores foram superiores no outono, em comparação a primavera 
(Tabela 8). Estes dados indicam que neste período houve maior direcionamento da 
energia para a manutenção da biomassa microbiana em detrimento ao crescimento 
populacional, de maneira que uma parte do CBM fosse pedida como CO2. 
Conforme Gama-Rodrigues (1999) os valores mais baixos, encontrados na 
primavera, demonstram melhores condições ao desenvolvimento da biomassa 
microbiana, pois esta incorporou quantidades mais elevadas de carbono orgânico, 
reduzindo as perdas de CO2 para a atmosfera. 
Ao avaliar as profundidades, observa-se uma tendência de maiores valores de 
CBM e RBS na profundidade de 0-5 cm, refletindo nos valores reduzidos de qCO2 nesta 
camada, com exceção das amostras sob I. striata. Cardoso et al. (2009), avaliando 
qualidade do solo sob floresta nativa do Pantanal, encontrou a mesma tendência de 
maiores valores de CBM e RBS, bem como, menores valores de qCO2, na camada mais 
superficial do solo, onde a população microbiana demonstra-se ser mais ativa nos 





Tabela 8. Valores médios do Quociente Metabólico sob espécies leguminosas no outono 
e primavera, na profundidade de 0 a 5 e 5 a 10 cm. Reserva Natural da Guaricica, 




Outono Primavera Outono Primavera 
Andira anthelmia 0,032 a 0,005 b 0,044 a 0,005 b 
Inga edulis 0,032 a 0,005 b 0,035 a 0,004 b 
Inga striata 0,057 a 0,004 b 0,033 a 0,003 b 
Pterocarpus rohrii 0,042 a 0,039  b 0,043  a 0,003 b 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 

























Na primavera os valores de Carbono e Nitrogênio da biomassa microbiana 
apresentaram-se mais elevados, indicando que neste período a microbiota encontrava-se 
em estado favorável a sua manutenção. 
As espécie que mostraram-se mais favoráveis ao crescimento da população 
microbiana foram Inga edulis e Andira anthelmia. 
O metabolismo microbiano, no outono, apresentou maior dificuldade, fazendo 
com que o ecossistema solo perdesse C na forma de CO2. Quando a umidade aumentou 
na primavera, somada as temperaturas ideais para o desenvolvimento, a comunidade 
microbiana retornou à atividade sem grandes perdas e maior efetividade no crescimento 
e manutenção. 
 Menores valores obtidos para qCO2 na primavera refletiram a maior eficiência da 
biomassa microbiana em utilizar o carbono disponível para biossíntese, servindo como 
indicador de que, neste período, o ecossistema encontrava-se mais estável. 
Assim, conclui-se que a atividade microbiológica do solo se mostrou influenciada 
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CAPÍTULO 3 – MINERALIZAÇÃO DE NITROGÊNIO EM SOLOS SOB 
ESPÉCIES NATIVAS LEGUMINOSAS EM ÁREAS DE REGENERAÇÃO 







A transformação do N orgânico em mineral é uma fase significativa no ciclo do nitrogênio 
e uma importante fonte de N mineral para os ecossistemas. Sua dinâmica é variável em 
função da constituição da MOS, das condições ambientais, das características químicas 
do solo e da atividade microbiana. Desta forma, este estudo teve como objetivo 
determinar e comparar a mineralização de N e as quantidades acumuladas de N mineral, 
em diferentes estações do ano, por meio de ensaios de incubação anaeróbica de solos 
coletados sob espécies florestais nativas, da família Fabaceae, ocorrendo em florestas 
secundárias da Mata Atlântica, em Antonina, PR, Brasil. As amostras foram coletadas no 
outono e primavera, nas profundidades de 0 a 5 e 5 a 10 cm; a avaliação das taxas de 
mineralização de N foram realizadas sob condições anaeróbicas como parte de um estudo 
mais amplo englobando outras florestas. A primavera apresentou-se mais favorável ao 
processo de mineralização, por ser estação com temperaturas mais elevadas e maior 
precipitação pluviométrica. Quanto às profundidades avaliadas, a camada superficial 
apresentou maior taxa de mineralização de N em ambas estações climáticas. Os picos de 
mineralização na fase inicial sugerem que os microrganismos do solo consumiram 
inicialmente os compostos mais lábeis. Os valores de N mineral encontrados sob as 
espécies indicam que estas podem favorecer a presença de microrganismos atuantes no 
processo de mineralização, neste estudo destacou-se Inga edulis. 
 
Palavras-Chave: N mineral, Biomassa microbiana do solo, Metabolismo do solo, 







No ciclo do nitrogênio, uma das principais características é a interação entre a 
atividade dos organismos autotróficos e heterotróficos. O nitrogênio, assim como outros 
elementos essenciais, é utilizado repetidamente na circulação contínua entre etapas que 
envolvem esses dois grupos de organismos (Paul & Clark, 1996; Atlas & Bartha, 1998). 
O potencial de mineralização dos solos, definido como a fração presente no 
nitrogênio orgânico suscetível à mineralização, tem estreita relação com os teores de 
matéria orgânica e nitrogênio total. Teoricamente, quanto maior o potencial produtivo de 
biomassa do ecossistema, maior será o aporte de matéria orgânica do solo, e por 
consequência, maior será a quantidade de N mineralizada e maior a disponibilidade de N 
(Stanford & Smith, 1972; Gonçalves et al., 2001). Estudos realizados por Carvalho 
(2011), Müller (2012), Biesek (2012), Blum (2014), Woiciechowski (2015) e Silveira 
(2015) buscam compreender a dinâmica de mineralização de N no solo por meio de 
ensaios anaeróbicos em áreas florestais. 
O processo de mineralização consiste no resultado da decomposição de compostos 
nitrogenados orgânicos pelos microrganismos do solo, que os utilizam como fonte de 
carbono, nitrogênio e energia. Durante a mineralização, os seus variados componentes 
são transformados, em velocidades diferentes, em nitrogênio inorgânico, podendo alguns 
serem acumulados em função do seu elevado grau de recalcitrância e resistência ao ataque 
microbiano; ou ainda devido às condições edáficas e climáticas; além da própria atividade 
microbiana (Janssen, 1996; Camargo et al., 1997; Camargo et al., 1999; Rhoden et al., 
2006).  
A transformação do N orgânico em mineral é uma fase significativa no ciclo do 
nitrogênio, pois é um fenômeno biológico multiplicativo, representado pelo crescimento, 
mudanças e renovações que resultam na formação da MOS e biomassa microbiana.  
(Franzluebbers et al., 1994).  
Em toda atividade de mineralização existe um componente de imobilização, 
decorrente da assimilação de nutrientes minerais responsáveis pela multiplicação, 
crescimento e manutenção da biomassa microbiana do solo (BMS), pois exigem 
quantidade elevada de N. Células bacterianas, por exemplo, contêm de 5 a 10% de N, 




pela BMS for alta, a concentração de N no solo declina, e vice-versa (Schlesinger, 1997; 
Camargo et al., 1999; Moreira & Siqueira, 2006). 
Para avaliação da mineralização de N em laboratório, os métodos de incubação 
aeróbia e anaeróbia de amostras de solo permitem a obtenção de valores de N 
mineralizado, de N potencialmente mineralizável e de taxas de mineralização de N e C 
bem correlacionadas com as quantidades absorvidas pelas plantas (Stanford et al., 1973; 
Lemos et al., 1988). Estes métodos permitem comparar sítios, embora não reflitam as 
flutuações naturais que ocorrem sob condições de campo. 
A mineralização apresenta uma dinâmica variável em função da constituição da 
MOS, das condições ambientais, das características químicas do solo e da atividade 
microbiana, entre outros, o que justifica estudos que busquem compreender a sua 
dinâmica e sua relação com os outros componentes do ecossistema. Desta forma, este 
estudo teve como objetivo avaliar a mineralização de N, por meio de ensaios de incubação 
anaeróbica de solos coletados sob espécies florestais nativas, da família Fabaceae, em 






















2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Coletas de solo 
 
Foram definidos dois pontos de coleta na projeção da copa das árvores, entre 1 e 
2 metros do tronco. Nestes pontos, foi retirada a serapilheira depositada e com auxílio de 
pá cortadeira retirou-se um monólito de solo de onde foram extraídas as amostras de solo 
nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm. As duas amostras de solo, de cada camada, foram 
agrupadas em uma única amostra composta por profundidade e por árvore. 
Os solos foram coletados sob 12 indivíduos de Andira anthelmia, 12 indivíduos 
de Pterocarpus rohrii, 10 indivíduos de Inga edulis e oito indivíduos de Inga striata, em 
duas profundidades, totalizando 84 amostras. 
 
2.2 Ensaio de mineralização de nitrogênio orgânico do solo 
 
A avaliação das taxas de mineralização de N sob condições anaeróbicas foi 
realizada pelo método descrito por Waring & Bremner (1964). A coleta e preparo das 
amostras para o ensaio de mineralização foram uma adaptação do procedimento realizado 
por Jussy (1998). As amostras compostas de solo, ainda a campo, foram peneiradas em 
malha 4 mm. Com auxílio de um cachimbo metálico (10 cm-3), retiraram-se duas 
subamostras, uma para o ensaio de mineralização e outra para determinação da umidade 
de campo. A amostra para mineralização foi colocada em tubo de centrífuga contendo 30 
mL de solução extratora de KCl 2 mol L-1. Ao final das coletas, as amostras foram 
encaminhadas ao laboratório. 
Após 24 horas das coletas no campo, realizou-se a extração das alíquotas, 
posteriormente à agitação das amostras por 45 minutos e centrifugação por 10 minutos a 
uma velocidade de 2000 rpm. As amostras foram então filtradas com filtro de filtragem 
rápida, previamente preparados com 1 lavagem com 20 mL de KCl 2 mol L-1 e 3 lavagens 
consecutivas de 20 mL de H2O deionizada, para eliminar resíduos de amônio que 
pudessem contaminar as amostras. A extração inicial foi denominada de ponto zero. 
Consecutivamente iniciou-se o processo de incubação anaeróbica das amostras, conforme 





Figura 1. Coleta das amostras de solo (A), retirada das camadas de 0-5 e 5-10 cm do 
monólito (B), peneiramento (C) adição da amostra à solução extratora (D), extração da 





Em cada tubo, foram adicionados 30 mL de solução nutritiva contendo Na3PO4 
(0,005 mol L-1), MgSO4 (0,002 mol L
-1) e CaCl2 (0,005 mol L
-1). Procedeu-se então à 
agitação manual dos tubos para dispersão do solo, sendo estes, em seguida, 
acondicionados em incubadora, onde permaneceram a uma temperatura de 30°C. 
Passados 14 dias de incubação, realizou-se a primeira extração, e assim prosseguiram-se 
as demais extrações em intervalos de 14 dias, totalizando-se seis extrações e 70 dias de 
incubação. Previamente a cada nova extração, a solução nutritiva era retirada, após 
centrifugação dos frascos; em seguida eram adicionados 30 mL da solução de KCl 2 mol 
L-1. Após extração, era adicionada nova solução nutritiva aos tubos, com as especificações 
acima descritas, para novo período de incubação. 
A determinação do N mineral (N-NH4
+ e N-NO3
-) foi feita na solução 
sobrenadante filtrada. Para determinação do NH4
+ foi utilizada metodologia baseada no 
método de determinação do amônio em extrato aquoso, descrito em Apha (2005) e para 
as leituras de nitrato utilizou-se o método de determinação por UV a 210 nm, com redução 
química do nitrato utilizando-se zinco metálico, adaptado de Heinzmann et al. (1988).  
Para a determinação de amônio, foi diluído 1 mL do extrato em 0,2 mL de solução 
alcoólica de fenol, 0,2 mL de solução de nitroprussiato sódico, 0,5 mL de solução 
oxidante e foi completado o volume até 5 mL com água deionizada. Aguardou-se 1 hora 
para o desenvolvimento da cor (Figura 2) antes de submeter as amostras à leitura no 
espectrofotômetro Shimadzu UV Mini 1240, em comprimento de onda de 640 nm. Para 
a preparação das amostras para leitura de nitrato, diluiu-se 1 mL do extrato em 0,2 mL de 
H2SO4 em um frasco de 10 mL e completou-se com água deionizada para completar 
volume de 5 mL. A leitura foi feita a 210 nm em espectrofotômetro Shimadzu UV Mini 
1240. Em duplicata de cada amostra foram adicionados 0,1 g de zinco metálico para a 
redução do nitrato. Após 24 horas de reação, a leitura foi realizada na duplicata. A 
diferença dos valores de leitura nas amostras, com e sem zinco metálico, expressa o teor 





Figura 2. Extratos diluídos e adicionados soluções para leitura de amônio no 
espectrofotômetro. 
 
2.3 Análise química dos solos 
 
Para a realização desta análise, as amostras foram secas em estufa, à temperatura 
de 60°C, seguindo os procedimentos conforme a metodologia descrita por Embrapa 
(1997). Para a determinação do C utilizou-se o dicromato de sódio mais ácido sulfúrico; 
para o K, P e Na o extrator Mehlich I; para os elementos Ca, Mg e Al o extrator KCl 1N; 
o cloreto de cálcio para determinar o pH em CaCl2 (0,01 molar). Al, Ca e Mg foram lidos 
em absorção atômica, K e Na em fotômetro de chama, e P por colorimetria em 
espectrofotômetro UV/VIS. Os micronutrientes, Cu, Fe, Mn e Zn, foram extraídos com 
HCl 0,1 mol L-1 e determinados por absorção atômica. 
 
2.4 Análises estatísticas 
 
Foi adotado o delineamento inteiramente casualisado, sendo os tratamentos 
representados pelas espécies em estudo e as repetições pelo número de indivíduos sob os 
quais foram realizadas as coletas de solo. Os dados foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA). As diferenças entre as médias foram asseguradas pelo teste de 






3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Mineralização de nitrogênio 
As taxas de mineralização do outono mostram que, com exceção da última 
extração, as amostras de solo sob I. edulis apresentaram maiores valores de N 
mineralizado, seguidas de I. striata, A. anthelmia e P. rohrii. A mesma espécie apresentou 
maior pico de mineralização bem como maior quantidade de N acumulado ao final de 70 
dias de incubação. Considerando o processo de mineralização referente à primavera, solos 
sob I. edulis superaram as outras espécies, da mesma forma que no outono, porém, desta 
vez, solos sob P. rohrii superaram as amostras sob A. anthelmia a partir dos 14 dias de 
incubação bem como nos valores de mineralização acumulada (Tabela 2 e 3). 
Tabela 2. Valores médios de N mineralizado, no outono, sob diferentes espécies 
florestais. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécies 
Dias de incubação 
0 14 28 42 56 70 
N (mg kg-1 solo) 
A. anthelmia 5,05 ab 26,26 b 7,68 b 3,26 b 2,01 b 1,54 bc 
Inga edulis 5,37 a 33,42 a 12,46 a 5,07 a 2,70 a 1,86 ab 
Inga striata 4,86 ab 29,23 ab 11,36 a 4,13 ab 2,73 a 2,05 a 
Pterocarpus rohrii 4,01 b 26,38 a 8,05 b 3,47 b 1,86 b 1,29 c 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade.     
 
Tabela 3. Valores médios de N mineralizado, na primavera, sob diferentes espécies 
florestais. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Espécies 
Dias de incubação 
0 14 28 42 56 70 
N (mg kg-1 solo) 
A. anthelmia 4,51 a 32,41 b 10,64 c 2,75 b 1,95 b 0,55 b 
Inga edulis 4,53 a 43,07 a 16,44 a 4,64 a 3,23 a 1,31 a 
Inga striata 3,49 a 37,60 ab 14,31 ab 4,64 b 3,32 a 1,13 a 
Pterocarpus rohrii 3,79 a 32,78 b 12,81 bc 3,38 ab 2,34 b 1,04 ab 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 





Ao analisar os resultados em função das profundidades avaliadas, observa-se que 
a camada superficial apresentou maior taxa de mineralização de N em ambas estações, 
porém, mais acentuada no outono. (Tabela 4). Estes valores indicam maior atividade da 
microbiota que faz uso do N orgânico nesta porção do solo, pois a grande quantidade de 
raízes nessa camada e as modificações químicas e físicas proporcionadas por elas, criam 
um ecossistema muito especializado, onde a população microbiana é favorecida, sendo 
centenas de vezes superior à população do solo adjacente (Siqueira & Franco, 1988). 
Woiciechowski (2015) ao estudar a mineralização de N em florestas secundárias 
encontrou taxas de mineralização semelhantes a este estudo, com valores médios, após 
duas semanas de incubação anaeróbia, de 40,75 mg kg-1 solo no inverno. Müller (2012), 
utilizando o mesmo método para avaliar a mineralização sob a leguminosa Senna 
multijuga em cambissolo, identificou acentuada redução na mineralização após as três 
semanas iniciais de incubação, concluindo que durante a incubação há uma rápida 
liberação inicial de N, seguida de uma diminuição gradativa. 
 
Tabela 4. Valores médios de N mineralizado nas profundidades de 0 a 5 e 5 a 10 cm, no 
outono e primavera, sob essências florestais leguminosas da Mata Atlântica. Reserva 
Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
Estação Profundidades 
Dias de incubação 
0 14 28 42 56 70 
N (mg kg-1 solo) 
Outono 
0-5 cm 5,52 a 33,44 a 11,01 a 4,61 a 2,48 a 1,84 a 
5-10 cm 4,13 b 24,20 b 8,77 b 3,36 b 2,18 a 1,53 b 
Primavera 
0-5 cm 4,33 a 39,89 a 14,54 a 4,04 a 2,81 a 1,03 a 
5-10 cm 3,83 a 33,04 b 12,55 b 3,66 a 2,62 a 0,99 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade.     
 
Em todas as áreas de estudo, a transformação em N mineral foi maior durante o 
período inicial, entre os 14 e 28 dias de incubação, com acentuado decréscimo a partir 
dos 42 dias. Estes dados representam a velocidade da decomposição dos compostos mais 
lábeis da matéria orgânica do solo pelos microrganismos, provenientes, possivelmente, 





Avaliando apenas as estações, considerando as médias de N mineralizados sob 
todas as espécies referência e profundidades, a primavera demonstrou ser um período 
favorável ao processo de mineralização (Figura 3), corroborando com dados de Blum 
(2014), ao avaliar mineralização de N sob plantios florestais. 
 
Figura 3. Valores médios de N mineralizado em estações distintas indiferentemente da 
profundidade. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
 
A quantidade de N mineral acumulado, aos 70 dias de incubação, no outono, nas 
profundidade de 0 a 5 e 5 a 10 cm, foram respectivamente: sob I. edulis da ordem de 70 
e 50 mg N kg solo-1; sob I. striata de 70 e 60 mg N kg solo-1; sob A. anthelmia e P. rohrri 
de 50 e 40 mg N kg solo-1 (Figuras 4 e 5). Enquanto na primavera, nas mesmas 
profundidades, os valores de N mineral acumulado apresentam-se mais elevados, onde, 
sob I. edulis os valores encontravam-se na ordem de 80 e 65 mg N kg solo-1; sob I. striata 
de 60 e 50 mg N kg solo-1; sob A. anthelmia de 55 e 50 mg N kg solo-1 e P. rohrri de 60 
e 50 mg N kg solo-1 (Figura 6 e 7). Em avaliações de mineralização de N sob floresta de 
araucárias, Biesek (2012) obteve maiores valores acumulados de na camada superficial 
do solo, com médias de 61,76 mg N kg solo-1 e 46,23 mg N kg solo-1 nas camadas de 0-






























Figura 4. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas no 
outono na profundidade de 0 a 5 cm. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
 
 
Figura 5. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas no 






























































Figura 6. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas 





Figura 7. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas na 
primavera na profundidade de 5 a 10 cm. Reserva Natural da Guaricica, Antonina – PR. 
 
Os dados de mineralização acumulada, seguem a mesma tendência de maiores 
valores sob I. edulis em todos os tratamentos, ou seja, profundidade e estação. Os maiores 
valores de N mineral disponibilizados ocorreram no intervalo do 14º e do 28º dia de 


























































incubação, sendo possível observar que cerca de 65% do N mineralizado foi obtido nos 
primeiros 14 dias, em todas as situações avaliadas. Ao final do tempo de incubação foi 
possível observar menores acréscimos na quantidade de N mineral, com valores mais 
estáveis. Resultados semelhantes foram encontrados por Barreto et al. (2010), em estudo 
sob plantações de eucalipto, com valores de N mineral maiores nas primeiras semanas de 
incubação. 
No período de avaliação, as temperaturas foram semelhantes, em média 27ºC, 
enquanto a pluviosidade foi mais elevada na primavera, com volume médio acumulado 
de chuva de 90 mm contra 15 mm no outono (Simepar, 2015). De acordo com Pulito 
(2009), as temperaturas médias mais elevadas e os maiores índices pluviométricos 
influenciam o crescimento da população microbiana e, por sua vez, a taxa de 
mineralização do nitrogênio. Desta forma pode-se atribuir as diferenças nos valores 
médio acumulados de N mineral à diferença de umidade do solo, que, somada a 
temperatura considerada ótima para o desenvolvimento microbiano, favoreceu o processo 
de decomposição e, consequentemente, a mineralização de N na primavera. 
Em estudos da dinâmica de mineralização de N em áreas de plantios florestais e 
floresta secundária (Blum, 2014; Silveira, 2015), assim como neste estudo, também 
apresentaram relação com a pluviosidade e temperatura, onde maiores valores de N 
mineral foram observados em períodos quentes e chuvosos. Segundo Orians et al. (1996) 
a alternância de ciclos de seca e chuva e as flutuações na umidade induzem oscilações na 


















Os resultados deste trabalho mostram picos de mineralização na fase inicial do 
processo de incubação, sugerindo que os microrganismos do solo consumiram 
inicialmente os compostos mais lábeis, enquanto os valores decrescentes e estáveis após 
estes picos indicam a redução destes compostos e a utilização, pela microbiota, dos 
compostos mais recalcitrantes da MOS. 
Pelas condições mais favoráveis de umidade e temperatura, o processo de 
mineralização foi beneficiado na primavera, época em que estes parâmetros encontravam-
se mais elevados. 
A camada mais superficial do solo também favoreceu a mineralização do N, 
salientando a importância desta camda mais orgânica no funcionamento biogeoquímico 
em áreas de Mata Atlântica. 
Os valores de N mineral encontrados sob as espécies indicam que estas podem 
favorecer a presença de microrganismos atuantes no processo de mineralização; e neste 
estudo o destaque ficou por conta da espécie Inga edulis, em cujo solo foram observadas 
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CAPÍTULO 4 – DIVERSIDADE BACTERIANA DIAZOTRÓFICA DO SOLO EM 




A caracterização genotípica de bactérias diazotróficas tornou-se uma ferramenta 
útil para o conhecimento da diversidade destes organismos e compreensão sobre como a 
utilização do solo pode afetar a população microbiana diazotrófica. Esta caracterização 
pode ser realizada a partir do isolamento e purificação de colônias bacterianas, pelo 
método de cultivo em laboratório através de suspensões de células diluídas serialmente e 
plaqueadas inicialmente em meio semi-sólido e posteriormente em meio sólido. As 
análises de diversidade e a comparação de comunidades de procariotos geralmente 
baseiam-se no grau de similaridade entre sequências de 16S rRNA, indicando origem 
comum de genes correspondentes. Neste estudo buscou-se caracterizar, genotipicamente, 
comunidades microbianas do solo presentes em áreas de regeneração natural da Mata 
Atlântica, em diferentes estágios sucessionais, sob espécies arbóreas capazes de realizar 
simbiose com microrganismos do solo. Para a cultura das bactérias foi utilizado o método 
de diluição seriada e inoculação nos meios LGI, NFb e JNFb. Após crescimento e 
purificação das colônias realizou-se amplificação e sequenciamento do 16S. As 
sequências obtidas foram submetidas à consulta de similaridade de nucleotídeos no 
NCBI. Os resultados do sequenciamento indicaram que os indivíduos amostrados 
pertencem aos filos Proteobacteria (90,4%), Firmicutes (4,8%) e Actinobacteria (4,8%). 
A maior diversidade de gêneros ocorreu nos solos sob Andira anthelmia (14 gêneros), 
seguidos por Pterocarpus rohrri e Inga edulis, com 9 gêneros cada. Burkholderia, 
Cupriavidus, Pseudomonas e Rhizobium foram os mais frequentes, somando 37,5% da 
frequência total de gêneros. Ao submeter os dados químicos do solo e espécies 
bacterianas a uma análise discriminante, foi possível observar a distinção das espécies 
florestais, com características químicas como pH, P, K, Ca e Mg agrupados ao I. edulis. 
Considerando as áreas de estudo e os parâmetros químicos, foi visível a distinção da área 
Pinheiro, com 200 anos e formação primária, sem grandes alterações ao longo do tempo, 
indicando maior estabilidade nas características metabólicas e químicas do solo, bem 
como na comunidade microbiana existente. Assim, foi possível concluir que a presença 
de indivíduos da ordem Rhizobiales indica que nestas áreas pode ocorrer FBN por 
associações simbióticas; e, como o esperado, foi possível observar que a área de floresta 
primária, com idade mais avançada, apresentou maior estabilidade metabólica e química 
do solo em relação às demais. 
 












O termo diversidade, para a biologia, é geralmente utilizado para descrever o 
número de organismos presentes em um habitat, normalmente atribuída à diversidade de 
espécies. Pode ser medida em vários níveis taxonômicos ou em termos de determinadas 
características genéticas ou fenotípicas (Liesack et al., 1997; Moreira & Siqueira, 2006). 
O conhecimento da diversidade microbiana do solo é limitado, em parte pela 
dificuldade de se estudar os microrganismos do solo. Apesar do grande conhecimento 
sobre a diversidade de bactérias diazotróficas em solos cultiváveis, pouco se sabe sobre a 
ocorrência dessas bactérias em solos de florestas tropicais, principalmente em associação 
com leguminosas. Apenas, aproximadamente, 1% da população bacteriana do solo pode 
ser cultivada por normas práticas de laboratório (Jarvis et al., 1992; Kirk et al., 2004). 
Estudos sobre diversidade microbiana do solo vem sendo bastante discutidos, pois 
técnicas moleculares têm ajudado a revelar a existência de populações de microrganismos 
isoladas em diferentes tipos de habitats (Tiedje et al., 2001; Papke & Ward, 2004). 
Na biota do solo, a quantidade de organismos microscópicos, como bactérias, 
fungos e protistas, podem ultrapassar de 10 a 100 vezes, o número de espécies descritos 
atualmente. Grande parte das espécies desconhecidas encontra-se nas florestas tropicais, 
onde está presente a maior diversidade do planeta, cerca de 50% do total de espécies; 
contudo, pouco pesquisadas (Moreira & Siqueira, 2006). 
Os microrganismos procarióticos dividem-se, taxonomicamente, nos domínios 
Bacteria e Archaea, abrangendo a maior parte da biota da Terra, além de representar um 
grande pool biológico e genético. Seu estudo nos permite melhor entendimento sobre as 
relações que existem nos ciclos naturais, bem como proporciona a busca de novos genes, 
vias metabólicas e seus produtos (Cowan et al., 2000; Lambais et al., 2005; Simon & 
Daniel, 2009). 
A caracterização genotípica de bactérias diazotróficas tornou-se uma ferramenta 
útil para o conhecimento da diversidade destes organismos e compreensão sobre como a 
utilização do solo pode afetar a população microbiana diazotrófica (Woese, 1991). Esta 
caracterização pode ser realizada a partir do isolamento e purificação de colônias 
bacterianas, pelo método de cultivo em laboratório inicialmente através de suspensões de 
células diluídas serialmente e inoculadas em meio semi-sólido e, posteriormente, 




Na célula bacteriana, o ribossomo é composto do RNA ribossomal (rRNA) e 
várias proteínas. Sua estrutura apresenta duas subunidades principais: a subunidade maior 
(40S) e a subunidade menor (30S). Nesta última está localizado o 16S rRNA, um 
fragmento de aproximadamente 1500 nucleotídeos, que gera grande quantidade de 
informações úteis para inferências de relações filogenéticas e evolutivas entre os 
organismos; e seu sequenciamento tem sido amplamente empregado em estudos de 
diversidade (Weisburg et al., 1991; Woese, 1991; Woodson & Leontis, 1998; Amann & 
Ludwing, 2000). Além disso, os RNA ribossômicos e outros genes centrais envolvidos 
na transferência de informações, aparentemente, não sofreram uma extensa transferência 
lateral, produzindo a mais coerente linha para entender e inter-relacionar os principais 
ramos evolutivos da árvore da vida (Ochman et al., 2000). 
Os métodos moleculares, em especial aqueles que se baseiam na amplificação, 
clonagem e sequenciamento do 16S rRNA, tornaram-se ferramentas úteis na descoberta 
de novos microrganismos. Essas técnicas são conhecidas como reação em cadeia da 
polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA, descritos, respectivamente por Saiki et al. 
(1988) e Sanger et al. (1977).  
As análises de diversidade e a comparação de comunidades de procariotos 
geralmente baseiam-se no grau de similaridade entre sequências de 16S rRNA, indicando 
origem comum de genes correspondentes (Nubel et al., 1999; Stach et al., 2003).   
Todas as sequências de bases de genes obtidas no mundo são submetidas a bancos 
de dados como GenBank, podendo ser comparadas com sequências já conhecidas. 
Atualmente, existem 3043 gêneros e 15470 espécies com sequências conhecidas e 
depositadas no banco de dados do GenBank (Taxonomy, 2016). 
Neste estudo, buscou-se, por meio de caracterização genotípica, verificar que 
espécies bacterianas encontram-se em solos sob regeneração natural na Mata Atlântica, 
em diferentes estágios sucessionais, sob essências florestais da família Fabaceae. 
Adicionalmente, esta parte desta tese gerou a possibilidade de isolamento e 
manutenção em laboratório de microrganismos de origem florestal, o que possibilitará 
construir uma coleção microbiana; além de permitir estudos bioquímicos, morfológicos, 







2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Coletas e acondicionamento das amostras 
 
 Foram definidos dois pontos de coleta na projeção da copa das árvores, entre 1 e 
2 metros do tronco. Nestes pontos, foi retirada a serapilheira depositada e com auxílio de 
pá cortadeira retirou-se um monólito de solo de onde foram extraídas as amostras de solo 
na profundidades de 0-10 cm. As duas amostras de solo, de cada camada, foram agrupadas 
em uma única amostra composta por árvore. 
Foram amostrados 32 pontos e destes formaram-se 16 amostras compostas por 
essência florestal. O solo sob Andira anthelmia foi amostrado nas áreas Ferro 7, Ferro 10 
e Corvo 6; sob Inga edulis o solo foi coletado nas áreas Corvo 6 e Pinheiro 6 e sob 
Pterocarpus rohrii nas áreas Ferro 7, Ferro 10 e Pinheiro 6, conforme mapa disposto no 
Capítulo 1. 
 
2.2 Análise química dos solos 
 
 Para a realização desta análise, as amostras foram secas em estufa, à temperatura 
de 60°C, seguindo os procedimentos conforme a metodologia descrita por Embrapa 
(1997). Para a determinação do C utilizou-se o dicromato de sódio mais ácido sulfúrico; 
para o K, P e Na o extrator Mehlich I; para os elementos Ca, Mg e Al o extrator KCl 1N; 
o cloreto de cálcio para determinar o pH em CaCl2 (0,01 molar). Al, Ca e Mg foram lidos 
em absorção atômica, K e Na em fotômetro de chama, e P por colorimetria em 
espectrofotômetro UV/VIS. Os micronutrientes, Cu, Fe, Mn e Zn, foram extraídos com 
HCl 0,1 mol L-1 e determinados por absorção atômica. 
 
2.3 Isolamento de bactérias diazotróficas 
 
Para a cultura das bactérias foi utilizado o método de diluição seriada das amostras 
de solo. Para tal, preparou-se uma solução salina (8,5 g/L de NaCl) e adicionou-se 10g de 
solo na proporção 1:10. Para cada amostra de solo, preparou-se um frasco contendo 90 




10-5, 10-6 e 10-7 foram inoculadas em meios de cultura específicos para crescimento de 
bactérias diazotróficas. Foram eles os meios LGI, NFb e JNFb. 
O meio LGI (Magalhães et al., 1983) foi preparado utilizando-se sacarose, 
K2HPO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, Na2MoO4.2H2O, CaCl2. 2H2O, Fe EDTA e vitamina 
para meio de cultura. O pH foi ajustado para 6,0 – 6,2 com uma solução de H2SO4 a 5%. 
Adicionou-se agar e extrato de levedura. Completou-se o volume para 1000 ml com água 
destilada. 
Para o meio NFb (Döbereiner et al., 1999) foi utilizado ácido málico, K2HPO4, 
KH2PO4, MgSO4.7H2O, NaCl, CaCl2. 2H2O, Fe EDTA, KOH, micronutrientes para meio 
de cultura e vitamina para meio de cultura. O pH foi ajustado para 6,5 com solução de 
KOH a 1%. Adicionou-se ágar e extrato de levedura. Completou-se o volume para 1000 
ml com água destilada. 
O meio JNFb (Döbereiner et al., 1980) foi preparado utilizando-se ácido málico, 
K2HPO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, NaCl, CaCl2. 2H2O, Fe EDTA, KOH, micronutrientes 
para meio de cultura e vitamina para meio de cultura. O pH foi ajustado para 5,8 com 
solução de KOH a 1%. Adicionou-se ágar e extrato de levedura. Completou-se o volume 
para 1000 ml com água destilada. 
Cada amostra foi inoculada nos três meios, de consistência semi-sólida, nas cinco 
diluições escolhidas das quais foram realizadas três repetições. Os frascos inoculados 
permaneceram em estufa pelo período de sete dias a temperatura de 28ºC.  
Para confirmação da presença e crescimento bacteriano foi avaliada a presença de 
película indicativa. As amostras que apresentaram a película foram separadas em grupos 
de acordo com a intensidade da formação da película (Figura 1). 
 
Figura 1. Frascos mostrando controle positivo (A), controle negativo (B), película em 




Com a seleção dos frascos que apresentaram películas semelhantes à figura 1, 
obteve-se o total de 119 amostras com indicativos de crescimento bacteriano. 
Posteriormente realizou-se a inoculação destas amostras em placa, respeitando-se os 
meios de origem em consistência sólida e mantidos em estufa à 28ºC, a fim de observar 
o crescimento de isolados bacterianos. Após sete dias fez-se a avaliação das placas, 
observando o crescimento de colônias. As placas que apresentaram mais de uma forma 
de colônia, foram isoladas novamente; cada colônia em uma placa diferente para que não 
houvesse crescimento sobreposto entre elas, prejudicando as futuras análises genômicas 
(Figura 2). As avaliações e purificações ocorreram a cada sete dias; e após a finalização 
dessa etapa obtiveram-se 155 isolados. 
 
 
Figura 2. Purificação dos isolados cultivados a partir de amostras de solo sob essências 
florestais leguminosas em áreas de regeneração natural Floresta Atlântica do sul do Brasil. 
 
Com as colônias isoladas, iniciou-se as PCR’s (Reação em Cadeia da Polimerase), 




Para a PCR utilizaram-se enzima Taq polimerase, Buffer (tampão), MgCl2, dNTP, 
primer Y1, primer Y3, e água destilada. Posteriormente a adição dos reagentes, as amostras 
foram levadas ao Termociclador Apllied Biosystems modelo Veriti® para que a reação 




30 minutos, 62ºC por 45 minutos, 72ºC por 30 minutos. Para confirmação da amplificação 
da região 16S dos isolados, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com 
brometo de etídeo e fotografadas sob luz UV, para visualização das bandas. As amostras 
que não apresentaram as bandas desejadas passaram pela PCR novamente até que 
ocorresse a amplificação. 
 
2.5 Tratamento do produto amplificado para sequenciamento 
 
O produto amplificado foi tratado adicionando-se 1 µL de mix de EXO/SAP e 
água Milli-Q e retornou para o termociclador à temperatura de 37ºC por 60 minutos e à 
80ºC por 15 minutos. Este é um método para a purificação dos produtos de PCR que 
utiliza Exonuclease I para digerir excesso de primers e Shrimp Alkaline Phosphatase 
(SAP) para degradar excesso de nucleotídeos provenientes da PCR. 
 
2.6 Reação de sequenciamento 
 
Para a reação de sequenciamento adicionaram-se em cada amostra 2,5 µL de 
DNA, 1 µL de Big Dye terminator, 0,5 µL de primer Y3 e 3 µL de Save Money (tampão) 
e completou-se o volume para 10 µL. Após preparação as amostras foram levadas para o 
termociclador em um ciclo de 96ºC por 10 minutos, 60ºC 10 minutos (35 vezes). 
O produto da reação de sequenciamento foi precipitado com 2 µL de acetato de 
amônio, 10 µL de água Milli-Q, 66 µL de ETOH absolut voltando para o termociclador 
entre 15 a 45 segundos. Após realizou-se nova amplificação com 8 µL do mix de Taq 
polimerase, Buffer (tampão), MgCl2, dNTP marcado, primer Y





A corrida eletroforética das reações de sequenciamento foi realizada no 







2.8 Análise das sequências 
 
As sequências foram analisadas no programa BioEdit e submetidas à consulta de 
similaridade de nucleotídeos no banco de dados do “National Center for Biotechnology 
Information” (NCBI), através do BLASTn para comparação com sequências homólogas 
depositadas no GenBank obtendo-se a similaridade com outras espécies existentes e 
classificação taxonômica de cada isolado e serão depositadas neste mesmo banco. 
 
2.9 Estoque dos isolados 
 
Após análise das sequências foram descartados os isolados que se repetiram e os 
demais foram estocados respeitando seus meios de origem. 
 
2.10 Análises estatísticas 
 
Foi adotado o delineamento inteiramente casualisado, sendo os tratamentos 
representados pelas espécies em estudo e as repetições pelo número de indivíduos sob os 
quais foram realizadas as coletas de solo. Os dados foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA). As diferenças entre as médias foram asseguradas pelo teste de 
Tukey (5% de probabilidade). 
Dados químicos e de espécie foram submetidos à Análise Discriminante a fim de 















3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Nas áreas avaliadas, os resultados do sequenciamento do gene 16S indicaram os 
indivíduos amostrados pertencem aos filos Proteobacteria, representando 90,4%, e nos 
filos Firmicutes e Actinobacteria, representando, cada um, 4,8% da comunidade avaliada. 
Estes filos abrigam cerca de 90% das espécies bacterianas conhecidas (Nunes, 2006). 
Os microrganismos do filo Actinobacteria representam, aproximadamente, 13% 
da comunidade bacteriana no solo, podendo influenciar no desenvolvimento das plantas 
e na produção de hormônios vegetais, elevando a disponibilidade de nutrientes minerais 
e atuando na proteção contra patógenos na rizosfera (Hamdali et al., 2008; Janssen, et 
al.,2002; Vasconcellos et al., 2010). Indivíduos deste filo apresentam a parede celular 
com grande resistência dificultando a extração do seu DNA, assim, a detecção desses 
microrganismos é menos eficaz por métodos moleculares do que pelos métodos 
dependentes de cultivo, como os utilizados neste estudo (Janssen, 2006). 
No filo Firmicute, encontram-se indivíduos aeróbicos e anaeróbicos, capazes de 
desenvolver-se em momentos de abundância nutricional e formar esporos em momentos 
de escassez. Pode-se atribuir esta característica ao número reduzido, cerca de 2%, dos 
clones das bases de dados obtidas a partir de amostras de solo, resultado da dificuldade 
de extrair o DNA dos esporos (Atlas & Bartha, 1997; Janssen, 2006). 
O filo Proteobacteria é constituído pelo maior e mais diverso grupo de bactérias; 
participa ativamente no ciclo do nitrogênio sendo constituído por cinco classes: 
Alphabacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria e 
Epsilonproteobacteria (Moreira & Siqueira, 2006; Nusslein & Tiedje, 1999). Neste 
estudo foram encontradas as classes alpha (28,6%), beta (23,8%) e gamma (38,1%). As 
ordens encontradas foram Caulobacterales, Rhodospirillales e Rhizobiales em alpha; 
Burkholderiales em beta; e Nevskiales, Pseudomonales, Enterobacteriales e 
Xanthomonadales em gamma. Dentre eles, para alpha e beta, os mais representativos 
foram, respectivamente, Rhizobiales (66,7%) e Xanthomonadales (37,5%) (Tabela 1). 
Cassetari (2010), em estudo de bactérias diazotróficas na Mata Atlântica de São 
Paulo, encontrou predominância dos mesmos filos e classes de Proteobacteria. Smit et 
al. (2001), após revisão da literatura, verificaram que em solos com alto teor de matéria 




ocorrência. No entanto, mesmo possuindo a maior quantidade de isolados descritos, a 
maioria das espécies de proteobactéria do solo não é cultivável (Spain et al., 2009). 
Os membros de Betaproteobacteria e Gammaproteobacterias são normalmente 
detectados no solo, no entanto não representam grande abundância como 
Alphaproteobacteria. Em beta tem-se alguns exemplos de mediadores da nitrificação e 
de gamma algumas espécies do gênero Pseudomonas (Gupta, 2000). A ocorrência de beta 
é em ambientes onde o desenvolvimento e estabelecimento de alfa é dificultado (Chen et 
al., 2008; Reis et al., 2010; Chien et al., 2010). 
Nas regiões de estudo, observou-se maior diversidade de gêneros nos solos sob A. 
anthelmia, com 14 gêneros, seguidos por P. rohrri e I. edulis, com 9 gêneros cada. Em 
relação ao número de indivíduos observa-se a mesma tendência visualizada para os 
gêneros (Figura 3). 
Apesar das leguminosas pertencerem a uma das maiores famílias botânicas 
(Fabaceae) não existem informações sobre sua capacidade de nodular, especialmente 
espécies florestais tropicais. A principal razão da falta de estudos sobre a biodiversidade 
das leguminosas e sua propriedade nodulífera, além de sua ampla distribuição na região 
tropical e subtropical, está na grande plasticidade dos hábitos de crescimento e nas 
características ecológicas das espécies (Faria et al., 1999; Souza, 2010), representando 







Tabela 1.  Classificação dos grupos de bactérias em áreas de regeneração natural da Mata Atlântica do Sul do Brasil.  Reserva Natural da Guaricica, 
Antonina – PR. 
Domínio Filo Classe Ordem Família Gênero 
Bacteria 
Actinobacteria Actinobacteria Corynebacteriales Mycobacteriaceae Mycobacterium 
Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Brevibacillus 
Proteobacteria 
Alphaproteobacteria 







Rhodospirillales Rhodospirillaceae Azospirillum 
Betaproteobacteria Burkholderiales 











Nevskiales Sinobacteraceae Nevskia 











Figura 3. Quantidade de indivíduos de diferentes gêneros de bactérias sob essências 
florestais leguminosas da Mata Atlântica do Sul do Brasil. Reserva Natural da Guaricica, 
Antonina – PR. 
  
O gênero Burkholderia, pertencente a ordem Betaproteobacteria, foi o mais 
abundante, somando 50,5% do total. Sob cada espécie avaliada encontrou-se valores de 
38,1 % em A. anthelmia, 58,3% em I. edulis e 58,54% em P. rohrii (Figura 4). Este gênero 
tem sido associado com o desenvolvimento de nódulos em diversas leguminosas em 
diversos ambientes (Silva, 2006) e foi descoberto por Gillis et al. (1995), quando 
descreveu a espécie B. vietnamiensis. Esta capacidade foi encontrada posteriormente para 
outras espécies como B. tuberum, B. unamae, B. tropica, B.mimosarum e B. nodosa 
(Vandamme et al., 2002; Caballero-Mellado et al., 2004; Reis et al., 2004; Chen et al., 
2006; Chen et al., 2007), todas encontradas no presente estudo. 
Silva et al. (2012), ao estudar solos da região Amazônica no Brasil, observaram 
que 96% das estirpes de Burkholderia apresentaram capacidade de solubilização de 
fosfato de cálcio. 
Seguido do gênero Burkholderia, está Dyella, uma gammaproteobacteria, 
somando com abundância relativa de 10,3% do total, encontradas sob A. anthelmia 
(14,3%) e P. rohrii (10,2%); Pseudomonas (9,35%) com 16, 7% sob A. anthelmia, 4,2%, 
sob I. edulis e 4,9% sob P. rohrii; e Cupriavidus (4,7%) com 2,4% sob A. anthelmia, 
8,3% sob I. edulis e 4,9% sob P. rohrii. 
 




Nº de indivíduos por gêneros
Agrobacterium Azospirillum Bradyrhizobium Brevibacillus
Burkholderia Cedecea Citrobacter Comamonas
Cupriavidus Dyella Fulvimonas Limnohabitans
Mesorhizobium Mycobacterium Neiella Nevskia






Figura 4. Abundância relativa dos gêneros de bactérias encontradas sob essências 
florestais leguminosas da Mata Atlântica do Sul do Brasil. Reserva Natural da Guaricica, 
Antonina – PR. 
 
Bactérias fixadoras de N que podem associar-se as plantas estão presentes nos 
gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium e 
Mesorhizobium, Methylobacterium, Devosia, Blastobacter, Burkholderia e Ralstonia. 
Enquanto as de vida livre ou associativas fazem parte dos gêneros Azospirillum, 
Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas (Jordan, 1982; Chen et al., 1988; Dreyfus et al., 
1988; Frank, 1989; Jarvis et al., 1997; De Lajudie et al., 1998; Chen et al., 2001; Sy et 
al., 2001; Vandamme et al., 2002; Berkum & Eardly, 2002; Rivas et al., 2003; Benhizia 
et al., 2004; Hayat et al., 2010). 
Os gêneros mais frequentes foram Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e 














































Figura 5. Frequência relativa dos gêneros de bactérias encontradas sob essências florestais 
leguminosas da Mata Atlântica do Sul do Brasil. Reserva Natural da Guaricica, Antonina 
– PR. 
 
Até alguns anos atrás acreditava-se que a nodulação de leguminosas ocorresse 
apenas por Alphabacterias, porém, atualmente sabe-se que membros da classe 
Betaproteobacteria, em especial dos gêneros Burkholderia e Cupriavidus (e 
Gammaproteobacteria, como os pertencentes ao gênero Pseudomonas (Moulin et al., 
2001; Shiraishi, 2010; Chen et al., 2001) possuem essa capacidade. 
O gênero Pseudomonas é pertencente à família Pseudomonadaceae, possui 
espécies de grande diversidade metabólica e com capacidade de colonizar uma vasta 
gama de nichos no ambiente, incluindo o solo e as plantas. Como consequência da sua 
notável adaptabilidade, o número de espécies é crescente (Stanier, 1969; Palleroni, 2010). 
Pesquisas com isolados de Pseudomonas demonstram que atuam como 
promotores de crescimento quando inoculados em raízes de plantas, como solubilizadores 
de fosfatos e formadores de sideróforos no solo (Kloepper et al., 1980; Benizri et al., 
1997; Di Simine et al., 1998). Outros pesquisadores, como Benhizia e colaboradores 
(2004) e Ibañes e colaboradores (2009) isolaram bactérias desse Gênero em nódulos 
radiculares de algumas leguminosas. 
O gênero Cupriavidus atualmente possui 14 espécies que habitam diversos 
ecossistemas, como solo, água, nódulos de plantas leguminosas Além de fixar nitrogênio 
























































































































































































promotores de crescimento (Estrada de los Santos et al., 2014). Cupriavidus sp. é capaz 
de sintetizar o fitormônio AIA, Cupriavidus necator é solubilizador de fosfatos e 
Cupriavidus alkaliphilus pode sintetizar sideróforos em meio de cultura (Yu et al. 2011, 
Pong Silp et al., 2012; Estrada-de los Santos et al. 2012). Ainda é possível encontrar 
espécies, como Cupriavidus metallidurans, observada nas áreas deste estudo, capaz de 
crescer na presença de metais pesados como mercúrio, zinco, níquel, arsênio, entre outros 
(Monchy et al. 2007; Zhang et al. 2009). A espécie Cupriavidus plantarum não tem 
capacidade de fixar N (Estrada de los Santos et al., 2014). 
O gênero Rhizobium, descrito por Frank (1889), apresentou seus primeiros relatos 
taxonômicos com base na planta hospedeira da qual os isolados eram obtidos e teve como 
primeira espécie Rhizobium leguminosarum. Pertencente ao filo Alphaproteobacteria, da 
ordem Rhizobiales, inicialmente foram agrupados em uma única família, a Rhizobiaceae; 
e posteriormente às análises do gene 16S rDNA, foram subdivididos em diferentes 
famílias (Garrity & Holt, 2001). Este gênero constitui-se de bactérias quimiorganitróficas 
e gram-negativas. 
Ao encontrar, neste estudo, menor frequência do gênero Rhizobium quando 
comparado ao gênero Burkholderia, pode-se atribuir tais dados à capacidade adaptativa 
do grupo de alfabactérias em relação a Rhizobium, como visto por Chen et al. (2005). 
Em relação a diversidade de espécies bacterianas encontradas sob cada uma das 
essências florestais é possível observar maior índice de diversidade nas amostras sob P. 
rohrii seguido de I. edulis e A. anthelmia.  
Ao aplicar análise discriminante dos dados químicos, de espécies de bactérias 
encontradas e essências florestais, obteve-se a figura 6. Como a primeira função é 
responsável por 78,45% da discriminação entre os grupos, pode-se afirmar que essas 
distâncias são aquelas de maior relevância na separação dos quatro grupos formados. Foi 
possível observar a distinção das espécies florestais leguminosas, com características 
químicas como pH, P, K, Ca e Mg agrupados ao I. edulis. É possível visualizar a 
predominância dos gênero Burkholderia sob as três essências, bem como a presença das 









Figura 6. Análise discriminante dos parâmetros químicos, espécies de bactérias e essências florestais em área de regeneração natural da Mata 




Fazendo uma análise sob a perspectiva das áreas avaliadas, sabe-se que estas 
apresentam estágios sucessionais diferentes, onde as áreas denominadas Pinheiro e Ferro 
10 pertencem à formação de floresta primária, com cerca de 200 e 90 anos, 
respectivamente, enquanto Corvo e Ferro 7 fazem parte de uma formação de floresta 
secundária, com cerca de 60 e 75 anos, respectivamente (Capretz, in press). 
Avaliando as características químicas das áreas de estudo (Figura 7), é possível 
observar que todas apresentam solos ácidos, com valores de pH mais elevados na área 
Pinheiro. As comunidades microbianas do solo são diretamente influencias por este 
parâmetro químico, pois baixos valores de pH podem favorecer a solubilização de 
fosfatos (Jones & Darrah, 1994). A acidez do solo pode estar relacionada aos altos teores 
de carbono encontrados, predizendo grande quantidade de matéria orgânica. 
Corroborando com essas informações, foi possível observar a presença de 
microrganismos solubilizadores de fosfato em todas as áreas amostradas. Esses dados 
podem, também, ser relacionado aos baixos teores de fósforo encontrados implicando na 
necessidade da presença desses microrganismos em áreas como essas. 
Fatores como pH e disponibilidade de nutrientes, afetam diretamente a produção 
vegetal, além de serem determinantes para a permanência de uma comunidade microbiana 






Figura 7. Avaliação química do solo (pH, Alumínio, Potássio, Fósforo, Cálcio, Magnésio 
e Carbono) sob essências florestais leguminosas da Mata Atlântica do Sul do Brasil (C – 
Corvo 6; P – Pinheiro; F7 – Ferro 7; F10 – Ferro 10).  
 
Considerando os parâmetros químicos anteriormente citados, através de análise 
discrimitarória, é visível a distinção da área Pinheiro em relação às demais (Figura 8). 
Esta área possui, aproximadamente, 200 anos e possui formação primária, sem grandes 
alterações ao longo do tempo, indicando maior estabilidade nas características 
metabólicas e químicas do solo, bem como na comunidade microbiana existente. Gerhing 




relatou que a contribuição das leguminosas e consequentemente da fixação de nitrogênio 
em floresta secundária é muito maior que em floresta primária, apresentando uma 
importância muito maior em áreas em regeneração do que em florestas clímax.  
 
 
Figura 8. Análise discriminante dos atributos químicos (pH, C, P, K, Ca e Mg) em áreas 




















Os microrganismos encontrados nas áreas de estudo pertencem exclusivamente ao 
domínio Bacteria, com representantes dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e 
Firmicutes.  
O filo mais abundante foi Proteobacteria, participante ativo no ciclo do 
nitrogênio, indicando que nestas áreas a atividade e a diversidade microbiana são fatores 
determinantes para a regeneração e manutenção florestal. 
Indivíduos da ordem Rhizobiales mostraram-se presentes, indicando que nestas 
áreas pode ocorrer a Fixação Biológica de Nitrogênio por associações simbióticas entre 
as bactérias e essências florestais leguminosas. 
A essência florestal que apresentou maior diversidade de gêneros no solo sob sua 
copa foi o A, anthelmia, seguida de P. rohrii, espécie com estudos incipientes acerca de 
sua capacidade de associar-se simbioticamente com espécies de bactérias nodulíferas e I. 
edulis, espécie reconhecida por fazer FBN através de associações simbiontes. 
Os gêneros mais frequentes foram Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e 
Rhizobium, espécies contribuintes na FBN bem como na solubilização de fosfatos, 
atividades de grande valia na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas. 
A idade da floresta mostrou-se um fator importante na distinção entre áreas quanto 
a sua população microbiana, sendo as florestas mais velhas caracterizadas por maior 
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